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論文要旨
本研究は、水溶性タンパ ク質heneggwhitelysozyme(HEWL)の結晶成長機
構に及ぼす圧力効果 を、その場観察によって系統的に解析 した初めてのもの
である。
圧力は、結晶の溶解度、表面 自由工ネルギーといった、熱力学的な静的な
物質定数のみな らず、動的な水和、脱水和の活性化エネルギーなどにも影響
を及ぼす。本研 究では、結晶成長速度や、結晶核生成頻度に影響を及ぼす こ
れ らの圧力効果に注 目し、その中味を調べた。
溶解度の圧力依存性は、新た に開発した その場測定法を用いて測定 した。
また、溶解度の圧力依存性か ら、溶解の際のHEWLの部分モル体積の変化△V
の圧 力依存性を求めた。その結果、
L溶解度が圧力の上昇と共に増加 した。
2.△V<0となった。
3.圧力の上昇 と共に、USMが減少す る傾向がみ られた。
溶解度の圧力依存性の測定か ら求めた過飽和度に対する成長速度の測定を
行った。その結果、
1.σ≦10の過飽和度の領域で、二次元核成長のモデル(BirthandSpread
model)により成長速度 を解析 した結果、圧力と共に表面自由エネル
ギーが増加することがわかった。
2.(llO)面の成長速度に対する(101)面の成長速度の比は、σの減少 とと
もに増加 した。この増加率は、圧力の増加 とともに増加 した。
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序論
1-1.本論 文 の 構 成
Chapterlでは 、 本研 究 の 背 景 と位 置 付 け、 そ して 目的 につ いて 述 べ る。
Chapter2では 、溶 解 度 、核 生成 頻 度 、成 長 速 度 と い った 、 結 晶成 長 の 基 礎
とな る現 象 に及 ぼす 圧 力効 果 を 、diamondanvilcell(DAC)を用 い て 明 らか に
した結 果 と、新 た に 生 じた 問題 点 につ いて 述 べ る。
Chapter3では 、溶 解 度 の圧 力依 存 性 を定 量 的 に測 定 す るた め に 開発 した 、
新 しい測 定 法 と 、 これ を用 い た 溶 解 度 の 圧 力 依 存性 の 測 定 結 果 お よ び そ の 熱
力 学 的 解 析 に つ いて 述 べ る。
Chapter4では 、Chapter3で求 め た溶 解 度 の 圧 力依 存性 を基 に 、成 長 機 構 の
解 析 を行 い、 表 面 自 由 エ ネル ギ ー の 圧 力依 存 性 につ い て 議 論 す る。
Chapter5で、 これ らの 総 括 を行 う。
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1-2.タンパ ク質 の結 晶成長研究 の意義
タンパ ク質の結晶成長機構を研究する意義は、以下に述べる2点である。
1.タンパク質研究 に対する貢献
2.タンパク質の結晶成長理論構築
1・2-1.タンパ ク質 研 究 に対 す る貢 献
現在、生命現象を物質科学的 に解明する手がか りとして、最も多 く用いら
れている研究材料の一つに、タンパ ク質がある。
地球上に存在するすべての生命体 の生命活動は、その9割までが タンパ ク
質によりつかさどられているといわれている。機能別にみて数10万種のタン
パク質が知 られていて、生体の構成、物質の代謝、情報の受信と伝達など、
多種多様な機能 を果たしている。 しか し、 このタンパク質を構成す るアミノ
酸は、わずか20種類にすぎない。 では、 このように多種多様な機能の発現は
何 に依 って いるのか。それはタンパク質分子の・かたち・に依って生 じる。即
ち数10～数100個ものアミノ酸が、脱水縮合(酸 アミ ド結合)す ることによっ
て一次元の鎖が形成され、1分子を構成する。それが水中や生体膜中で アミ
ノ酸残基の親水性 と疎水性の大小によって、 自由エネルギー が最小になるよ
うに組み合わされる。その結果、1つの分子がとる立体構造 に依って一定 の
機能が生じる。その一つの例として、Fig.1-1に、HEwLの分子構造(129個
のアミノ酸からなる)のspacefilling表示を示す(ProteinDataBank,ILYZ)[1]
o
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Fig.1・1.StructureofheneggwhitelysoZyme(spacefilling).
タンパ ク質の"かたち"と機能の相 関を見出す ことは極めて重要であ り、多
くの研究がなされている。例えば、酵素などの場合 は、生化 学的な方法でそ
の機能が明らかになっていたとして も、それだけではその機 能がどのような
機構 で発現するのかということまではわからない。その発現機構 を解明する
ためには、 タンパ ク質分子上で、基質 と結合 する部分が どの アミノ酸で構成
されているのか、それが どの ような立体配置 をしているのか といった、分子
レベルでの議論が必要である。 これは、分子 の三次元構 造が わからな くては
不可能である。それではその・かたち"はどのように研究されているだろうか。
タンパク質の立体構造を調べる代表的な方法 としては、核磁気共鳴(NMR
)法 とX線結晶構造解析法を挙げるこ とがで きる[2】。NMR法は、結晶化を必
要 とせずに実際 に機能を発現 している状態に近い水溶液中に於ける構造を解
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明できるため、分子量がIO,OOO程度よりも小さいタンパク質について現在活
発 に利用されている。 しかし、 この手法は各原子か らのシグナルが分離でき
ることが必要で、分子量が15,000・-20,000程度で限界に達 して しまう。そのた
め、 これ以上の分子量を持つタ ンパク質(通 常は数万から数十万)の 立体構
造の解析は困難である。
これに対 し、X線結晶構造解析法は、結晶状 態で解析を行うため、タンパ
ク質の構造は、実際に水溶液中で機能を発現 している状態のものとは完全に
は同じではないという問題がある。しかし、結晶化した後、酵素活性を調べ
ると、結晶化によっても機能は ほとんど失われないことが明 らかにされてい
る。その理由は分子が多量の水で囲まれて結晶化す ることによると推定され
る。X線結晶構造解析法は、数十万にも及ぶ分子量 を持つタンパク質結晶に
対 しても精密な構造解析が可能 である。また、NMR法 と、X線結晶解析法の
両方 を用いて解析されているタ ンパク質 にお いて、両手法による結果が良く
一・致 しているものが多い。そ のため、現在X線 結晶構造解析法は、最も重要
なタンパク質構造解析法 として確立されている。
さらに、最近のX線 回折強度測定技術 の進歩(四 軸 自動回折計、二次元検
出器(イ メージングプレー ト)、 等)に よ り、完全性の高い、十分に大きな
(O.3-1.Omm大)、失活、変性のない条件で再現性良 く育成した単結晶さえ
手にはいれば、大 きな分子量を持ったタンパ ク質に対 しても、非常に精密な
構造解析が可能 となっている。例えば、アミ ノ酸配列が既知 の場合には、原
子の位置 に関す る誤差 は0.IAから0.2A程度にまで精密化することができる
[3】。このような構造解析技術 の進歩に加え、遺伝子工学の発展によって、純
度の高いタンパ ク質を大量に得 ることが可能 になってきている。それにもか
か わ らず 、1992年の暁 点で 、BrookhavenDataBankに登 録 され て い る タ ンパ
ク質 のX線 分子 構 造 デ ー タ は400を超 え る程 度 で あ り、 これ は現 在 分 か っ て い
る タ ンパ ク質 全体 の111000～1110000の程 度 にす ぎ な い。 更 に、 純 粋 な タ ンパ
ク質 に加 え、 タ ンパ ク とそ の他 の物 質 の複 合 体 が存 在 す る こ とな どを考 慮 す
る と、 こ の400とい う数 が い か に少 な いか が分 か る。
な ぜ そ の 様 に 少 な い の で あ ろ うか 。 そ の原 因 は タ ンパ ク質 の結 晶 を育 成す
る 段 階 、 す な わ ち 結 晶 成 長段 階 に あ る。 つ ま り、 結 晶 化 に成 功 した タ ンパ ク
質 が 非 常 に少 な いの で あ る。 この段 階 が 現 在 最 も大 き な 障害(bottleneck)
とな って い る(Fig.1-2.Bottleneck>。
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Fig.1・2.Schematicillustrationofthecontributionofcrystalgrowth
toproteinstructureanalyses.
それは、タンパ ク質 自体、低分子 に比べて はるかに結晶化 が難 しい以下の
事情にある。タ ンパク質は、分子量が非常に大きく、また分子の対称性がと
ても低い。 しか も、分子表面に非特異的な結合部位が多く、特異的結合部位
の結合力も弱い(主 に水素結合)。 そのため、非晶質の沈殿 ができやすい。
また、pHや、温度、塩濃度などのわずかな外部環境の変化が、タンパク質の
状態(分 子表面 の電荷分布など)に 大きく影 響を与える。 このような理由か
ら、た とえ結晶化するとしても、結晶の質が悪いことが多い。
先に述べたように、精度の高いX線結晶構造解析に必要な結晶とは、
完全性の高い、十 分 に大きな
(O.3～1.Omm大)、
失活、変性 のな い条件で
再現性良 く育成 した単結晶
である。
完全性の高い結晶を得るには、格子欠陥や不純物等の制御 が必要である。
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十分 に大きな結晶を得るには、核生成の制御 、成長速度の最適化が必要 とな
る。一方、失活、変性のな い育成条件 を探す必要があ り、再現性良く育成す
るには、成長機構の理論化が必要となる。
現在、多 くの研究者が、タ ンパク質のX線結晶構造解析を行 っているが、
そのほとんどが、勘や経験に頼って結晶を作っている。このような状況では、
多 くのタンパク質について、上に述べたような、精度の高いX線結晶構造解
析 に必要な結晶を再現性良く育成することは困難である。
このような状況を打破するためには、タンパク質の結晶化過程を、体系的、
定量的に研究 し、どのようなタンパク質につ いても一般性(普 遍性)の ある
結晶成長理論を構築しなくてはな らない。これが、タンパク質結晶成長の研
究が 目指す 目標であ り、意義の一つである。
1・2・2.より一般的な結 晶成長理論構築 の可能性
タンパク質の結晶成長機構を研究するもう一つの意義は、結晶成長理論そ
のものに対する貢献である。現在までに提唱 されている結晶成長の理論は、
その成長単位がその"かたち曹'に異方性を持たないこ とに基づいて構築されて
いるため、'駛かたち"に異方性を持つ成長単位が結晶核 の生成や結 晶への取 り
込みの際どのように振る舞うかについては十分展開がされてはお らず、成長
単位の"かたち"を一般化 した理論の構築が課題 とされている。タンパ ク質は
これを実行する上で最 も適 した実験材料の一つであるといえる。その理由は
以下のように列記できる。
1.一般に形状が非対称である。
非対称であるということは、"かたち"の異方性 に関して言えば、異方
性が最 も高いものの一つであるといえる。
2,分子サイズが大きい。
成長単位の小さな無機i結晶と比較すると、例えば、HEWLで=
45×30×30A3〔4]、と大 きいため、成長単位そのもののIIかたち・と配列
を原子間力顕微鏡(AFM)等で直接その場観察することが可能である。
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これによって、"かたち"の違 いが、分子の会合、核生成、結晶成長な
どにどのような影響を与えているかを直接見ることができる可能性が
ある。
1-3.圧力 を 用 い る意 義
実験をするにあたり、圧力(静 水圧)は 、系全体の状態を瞬時に(音 速で)
均一に変化でき る。したがって、実験系の制御が容易である。そのため、温
度制御による方法と比較すると、良質な単結 晶をより容易に育成できること
が期待 される』 しかし、タンパ ク質の結晶化 に及ぼす圧力効果の研究は、現
在のところ数例あるに過ぎない。そ もそ も、結晶成長の研究 自体に、圧力を
用いた研究が少ないのである。
また、圧力を用いた研究には、以下のような可能性がある。
水溶性のタンパク質分子の結晶化は脱水和 により進行するので、結晶成長
のメカニズムを理解する上で、水和の状態を知ることは重要である。水は、
水和す ることによって密度が変化するので、圧力で水和(溶 解)平 衡がずれ
ることが予想される。逆に、結晶成長に対す る圧 力効果を明 らかにすること
によって、水和、脱水和のメカニズムを明 らかにできる。
ある反応平衡系は、温度一定の下で圧縮す ると、LeChatelierの原理にした
がって、体積の減ずる方向に平衡状態が移動する。平衡系へ の圧力効果は次
式のように系の体積変化△Vに関係づけられる〔5】。
∂lnK_△V
∂PRT
△y=v.ゼv,,面 re
(1・1)
こ こで 、Kは 系 の平 衡 定 数 、P、T、R、 は圧 力 、絶 対 温 度 、 お よ び 気体 定
数 で あ る。v。f,。,とVb。fereは、 そ れ ぞ れ 反 応 前 後 の反 応 物 質 の 部 分 モ ル体 積 で あ
る。 △Vは、1モ ルの 反応 物質 が 、 反応 した 前後 の 系の体 積 変 化 を示 して い る。
この 式 か ら、 あ る反 応 で △V<0の と き、 加 圧 す る と、 そ の 反 応 が 促 進 す る方
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向に平衡状態が移る。
タンパク質結 晶の成長、溶解反応の平衡について考えてみ る。系の体積変
化を引き起こす原因となるものとしては主に、
(1)結晶化 もしくは溶解によるタンパク質分子 自身の体積変化
(結晶 溶質問)
(2)水1分子が占める空間の体積変化(bulkの水一水和水間の密度変化に
よる)
が挙げられる。
本研究で用いたHEWLにおける体積変化を考えると、(1)に関しては、常圧
下では、NMRとX線結晶構造解析 の結果を比較 してみると、分子 の構造はほ
ぼ同じであることがわかっている[6]。(2)に関 しては、常圧下で、水は親水基
のまわ りに水和すると1～2mVmo1の体積変化を起 こし、バルク水(自 由水)
→水和水で、-6.25～125%(△V)の体積変化が起るという報告がある[7】。
このような体積変化を基 に、圧力を増加させたときの、平衡状態の移動に
ついて考えてみると、(1)の寄与を=Oと仮定す る。(2)では水和水の方が体積が
小さいため、系は圧力の増加によって、水和す る水 を増やす方向に平衡が移
動する。水和の方向へ平衡が移動するということは、水和のできる場所(タン
パク質と水 との接触表面)を広げるために、結晶中で既にあるタンパク質分子
間の結合が切れ る方向へ平衡が移動することと同 じである。 即ち、溶解の方
向へ平衡が移動することになる(Fig,1-3.)。
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Fig.1-3.Schematicillustrationofdissolution.
さ ら に 、 タ ン パ ク 質 は 柔 軟 な 分子 な の で 、 圧 力 に よ っ て そ の 分 子 の 形(三
lo
次、四次構造)を 変えることが知 られて いる。例えば、結晶中のHEWL分子
は、圧力を変えた場合、100MPa→0」MPa(大気圧)で.0.47%(△V)の体積
変化がある[8]。1-2-2でも述べたが、成長単位そのものに変化が起 これば、結
晶成長にどのよ うな影響を与えるかという問題は、未知の興 味深 いテーマで
ある。
以上のような ことから、タンパ ク質分子の結晶成長のメカニズムを理解す
るために、重要な熱力学的状態変数として圧力に着 目した。
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1-4e本研 究 の 目的
1-2、1-3で述 べ た よ うな 、大 き な 可 能性 に もか か わ らず 、 これ ま で タ ンパ
ク質 の結 晶 化 に 及 ぼ す圧 力効 果 に対 して は 、 一 般 的 な 、結 晶 成 長 機 構 の研 究
と して 、系 統 的 と いえ る研 究 が 無か った。 タ ンパ ク質 の結 晶 化 と圧 力効 果 に
関 す る 論 文 と して は 、 我 々 の知 る 限 りで は7報 あ る{9-15]。Visuriらは 、
glUCOSeiSOmeraSeとい う タ ンパ ク質 につ い て 、加 圧 に よ っ て 晶 出 した 結 晶 量 が
増 加 した とい う報 告 を して い る[9]。これ 以外 は 全て 、HEWLに 関 す る実 験 で
あ る 。Grossらは、 圧 力の 増 加 と と もに溶 解度 が 増加 す る とい う報 告 を して い
る[10]。ま た、 溶 液 の 濃度 変 化 速度 か ら結 晶 の成 長 機構 を議論 して い る[lll。
Lorberらも、溶 解 度 が 圧 力 の上 昇 と と もに増 加 す る と い う報告 を して い る〔15]
。Grossら[101と、Suzukiら(本研 究 の一 部)[13]、Lorberら[15]以外 は 、溶 解
度 の 圧 力依 存 性 を否 定 して い る。
しか し 、 これ らの実 験 は、Suzukiらの も の 【13】を別 と して 、 全 て 、t-…-h度加
圧 した試 料 を大 気 圧 下 に取 り出 して 測定 を行 った もので あ り、 高圧 力下 で実
際 に起 って いる 現 象 を捉 えて い るか は 、確 か で はな い(そ の 場観 察 を行 って
い な い)。 特 に 、結 晶 の成 長 速 度 は、 そ の甥観 察 に よ らず に 測 定 す る こ と は
困 難 で あ る。
本 研 究 で は 、 光 学 顕 微 鏡 の下 で圧 力 を変 化 させ な が ら、 そ の場 観 察 に よ っ
て 、 系 統 的 な結 晶 成長 の研 究 をす る上 で 欠 く こ との で きな い
L溶解度の圧力依存性
2.成長速度の圧力依存性
について、タンパク質の結晶成長に関して、常圧下で基礎データが最も多い
heneggwhitelysozyme(HEWL)を使 って、圧力効果を精密に探 ることを目的
とした。そ して、そ こか ら導き出される数々の物性の圧力依存性 について議
論し、タンパク質結晶成長機構の一部を明らかにすることを目指 した。
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1轍5.本研 究 の位 置 付 け
本研究の結 晶成長研究における位置付けにつ いて、簡単に まとめると、
Fig.1-4(次頁)の ようになる。
この系統樹は、一般的に結晶成長研究で どのようなことが行われているか
を代表的なもののつながりで示 したものである。破線で区切 られたところか
ら下では、矢印の起点 と終点で結ばれている ものの関係は、起点のことが定
量的に明 らかになっていないと、終点のもの を議論することが難 しいことを
示 している。本研究において、定量的に明らかになった項目は、太線で囲ん
であり、色がつ いている。また、太線で囲んだのみの項目は、完全には定量
的に明 らかになっていないが、定性的に議論が可能なものを示 している。
この系統樹上で、本研究の位 置付けを行う。濃い矢印で結 ばれているとこ
ろが、本研究のつなが りを示す。本研究はまず、水溶液中の結晶成長の研究
なので、溶液相 という項 目に入 る。そ して、定量的に溶解度 の圧力依存性を
測定 したので、溶解度 という項 目に入る。溶解度の圧力依存性の熱力学的解
析を行 ったので、溶解時の溶質 の部分モル体積変化を明らか にできた。溶解
度がわかったことか ら、過飽和度σの定量化が可能になった。これを用いて、
結晶成長速度の解析を行った。
圧力をパ ラメタとしたタンパ ク質結晶成長 の先行研究では、全て、 この系
統樹の一部分(一 項 目程度)の 研究 しかなされていない。Fig.1-4のように系
統的に研究したのは、本研究が初めてである。
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Chapter2
結晶成長に及ぼす圧力効果
(同一 出発組成か らの場合)
(DiamondanVilcel1(DAC)を用 い た 、
その場観察による測定)
2・1.研究 の 背 景
光学的なその場観察は、結晶成長の研究に関して言えば、形態、表面状態、
流れなどの多 くの情報を直接的に与える、非常に有効な手段である。 しか し、
圧カセルは、耐圧上大がか りな ものになって しまうことが多 く、光学顕微鏡
のステージに載せてその場観察 をするのには適 していないものが多い。その
制約を乗 り越えることが出来るもののうちの1つにdiamondanvilcell(以後
DACと省略する)が ある。この装 置は、圧力測定精度が あま り高 くない(
±13.7MPa)といった欠点 を持つ。 しか し、構造がコンパク トで、何よりも光
学窓 としてのダイヤモンドの厚 みが少なくて よく、作動距離が短 くなるため
(=5-6mm)、かな り高倍率のレンズ(・・20X)を用いて、高圧力下の結晶を
その場観察できるという利点がある。
我々は、その利点 に着目し、DACを用いた光学顕微鏡 による高圧力下での
その場観察によって、heneggwhitelysozyme(以後HEWLと省略する)の結晶
成長過程を観察 した[13】。
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2-2.その場 観察 によ る測定法
本 研 究 にお いて は 、以 下 の よ うな 手 順 で試 料 の 準備 を行 った(Fig.2-1)。
(A) 《B)
40mgimltysozyme
O.IM
sodiumacetate
pH4.6
60mglmlNaCl
O.1M
sodiumacetate
pH4.6
MixtheSO量utionsot
sameveeume
20mmllyso翼ymo
30mml醐aCl
36訛mac。tate《C)
pH4.6
Supersaturated鰻
(101)
tet「agonalfo「m
.(P43212)
a摺b=7.91nm
C呂3.79nm
Fig.2・1.Samplepreparationandthecrystalformofagrowncrystal.
O.IM酢 酸 ナ トリウ ム緩 衝 溶液(pH4.6)に40mglmlでHEWLを(A)、
60mglmlでNaClを(B)それぞ れ 溶 解 した 溶液 を 用意 す る(5mlずつ)。この状 態 で
はHEWLは 未 飽 和 状 態 に あ る(22℃付 近 で)。 この2つ の 溶液 を100μ1ずつ混 合
す る こ とに よ り過 飽 和状態 とな る(C)。この よ うな溶 液 を調製(22℃付 近 で)後、
5min以内 に加 圧 し、 そ の後15.0℃まで 降温 し、 この 温度 で 実 験 を行 った 。
HEWLの 単 結 晶 には 温度 、pH、析 出 剤 の種 類等 によ り多 形 が 存在 す る が 、
上 述 の組 成 と温 度 領 域 で は 結 晶 は 正方 晶 系(tetragonalform)結晶 とな る(
Fig.2-1)[16]。実 験 で用 い た試 薬 は、HEWL(6回再 結 晶 、 生 化 学 工 業)、NaCl
(純度=99,99%、マ ナ ッ ク)、CH,COOH、NaOH(特級,和 光 純 薬)で、 水 はイ
オ ン交 換 水 で あ る。
用 い たDAC内 に設 置 した ガ ス ケ ッ ト(試 料 充 填 部)の 穴 の 直 径 はO.7mm、
高 さ はO,3mmであ る。 ガ ス ケ ッ ト内 の 圧 力 は、 ル ビー 蛍 光 シ フ ト法 に よ っ て
測定 した が 、 そ の測定 精度 は±13.7MPaであ る。 また 、温 度 は 、顕 微 鏡 の ス テー
16
ジ とDAC本 体 ご と15.0±0.2。Cで制 御 し た 。
略 図 を 示 す(Fig.2-2)。
ruby
solutio
fluore
全体図
以下に、実験 に使用 したDACの概
Fig.2-2.SchematicillustrationofDAC.
DAC内の 圧 力 は 、 ル ビー 蛍 光 法 を用 いて 測 定 す る。 ル ビー を 圧 力マ ー カー
と して ガ ス ケ ッ ト内 に入 れ 、そ の ル ビ ー に488㎜(Ar)のレーザ ー 光 を 照射 す
る 。 そ の 結 果 生 じる蛍光 の ピー ク(Rl-peak)波長 の シ フ ト量 が 、圧 力 シ フ ト
量 に比 例 す る こと を利用 して 測定す る。 我 々は 、測 定 によ って 得 られ た ル ビー
蛍 光 の 波 長 スペ ク トル に、 ベ ー ス ライ ン成 分 を考 慮 した ロー レンツ 関 数 を、
非 線 形 最 小 二 乗 法 で 、 フ ィ ッテ ィ ングす る こ と によ り、Rl-peakの波 長 を求 め
た 。
f(x)_肱 」鉱 飢+b
(X-X1)2+ri2(X-X2)2+r22
(2・1)
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hi、h2は、 ピ ー ク 高 、Xt,x2は 、 ピ ー ク 波 長 、rl,r2は、 半 値 半 幅 、 そ し て 、
エは 波 長 で あ る 。
フ ィ ッ テ ィ ン グ の 例 を 、Fig.2-3.に示 す 。
500
400
盆
章3。 。
嘗
220。
2
三
100
0
688690692694'696698700
λ{wavelength)(nm)
Fig.2・3.Datafitting.
この様 な手 法に よ って 、Rl-peak波長 の シフ ト幅か ら、以 下 の両 式 を用 いて 、
温 度 と圧 力 を求 め る ことが で き る。
dN。kldp=+0365(A肋ar)
117]
dλ,.,/dT=+O・068(Mbar)
[18】
本研究で、新たに立ちあげた圧力測定の測定系をFig.2・4に示す。 この測定
系において、機械的因子によって決定される系の最高分解能は±13.7MPaであっ
た。
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Fig・24・Photoncountingsystemforpeakshiftmeasurement・
2・3.加圧 による溶解度 の上昇
一般に溶解度 は、溶質が溶液 内に閲相 と液相の状態で共存 し、かつ平衡状
態にあるとき、バルクの溶液中に溶解 している溶質の量によって決定される。
しか し、DAC内では、溶液が平衡状態へ到達 しているか どうかを判断す るこ
とは難 しい。そ こで、2時間あた りの結 晶の大 きさの変位が 、実験 に用いた
光学顕微鏡の分解能(・O.9μm)以下になったとき、溶液が平衡に達 したとみ
な し、温度、圧力を変え、成長、溶解の様子の観察(結 晶の稜(edge)の観
察)を 行い、始状態 と終状態の比較を行った。例えば、温度 一定で圧力を変
化させたとき、ある圧力で成長が起 こり、他 の圧力で溶解が起 これば、成長
したとき溶解度が低 く、溶解 したとき溶解度が高 くなったということにした。
観察 した結晶の写真を以下に示す(Fig.2-5)。
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Fig。2・5.Seriesofoptica且photographsofHEWLcrystalsof
tetragonalformunderhighpresure:(a)510MPa,15.0。C,
(b)510MPa,25.0。C,13hoursafterthetemperaturewas
changedfrom(a),(c)0.1MPa,25.0。C,3hoursafterthe
pressurewaschange{lfrom(b).Recoveryofthefacetswasfound.
まず 、0.IMPa(大気圧)、15.0±0.2℃で 成長 した 結 晶 を用 意 した 。 こ の結
晶 に510MPaの圧 力 を加 え た が 、結 晶 の 溶 解 は5時 間 の うち には 起 こ らな か っ
た(写 真(a)は、5時 間 加 圧後)。 そ の後25.0±0.2℃まで温 度 を上 昇 させ る と・
そ の 結 晶 は 溶解 を起 こ した 。 しか し、 溶 解 が あ る程 度 お さ ま った後(写 真(b)
は 、 温度 上 昇 の13時間 後)に 圧 力 を0.IMPaまで 下 げ る と、 溶解 した結 晶 が再
び 成 長 し始 め た(写 真(c)は、減 圧 の3時 間 後)。 この こ とか ら、25.0±O.2℃に
お いて 、HEWLの 溶解 度 は 、 圧 力 が か か っ て い る とき の ほ うが 高 い とい う こ
とが 明 らか に な った 。HEWLの 結 晶 成 長 に お い て 、 成 長 させ る溶 液 の 上 澄 み
濃 度 の変 化 を、O.1MPaと100MPaにお いて 測 定 し た 結果 、100MPaの方 が 、 濃
度 の 減 少 が遅 く、 最 終 濃度 も高 くな った と い う報 告 が あ るが[10]、これ は 、
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実際に成長の様子を追ってはいない。そして、溶解度の測定 も常圧下に取 り
出 してか ら行われている。
その場観察によって、実際の溶解、成長の様子か ら、溶解度の大小を明ら
かにしたのは、我々が初めてである。
圧力の増加に伴って、溶解度 が上がるとい う現象について考えてみる。ま
ず、溶解するということは、結晶を形成しているタンパク質分子間の結合が
切れ るということを意味している。そ して、その切断の駆動 力が存在すると
いうことを意味している。温度、塩濃度 、pHは一定なので、圧力の増加がこ
の駆動力の主な原因となっていることになる。
熱力学的平衡状態にある系の圧力を増加させると、系の体積が減少する方
向に平衡が移る。HEWLに 関 していくつかの場合に分けて考えたが、圧力の
上昇が溶解度の上昇につながる原因として主 に考えられるの は、水和による
水の体積減少である(Fig.1-3)。この実験条件では、このことか ら、圧力を増
加 したときのHEWLの溶解度は、水和による水の体積減少の影響 を大き く受
けるということが示唆される。
2・4.核生成頻度 の圧 力依存性
同一組成で圧力のみを変化 させた実験において、核生成頻度が圧力ととも
に低下することを初めて明らかにした。
核生成の頻度は、臨界核の大 きさに達 した溶質のクラスターに、さらにも
う一つ溶質分子が取り込まれたクラスターの数の増加率として定義されてい
るが、一般に、この臨界核の大きさは、lk・v数10nmであるため、光学顕微鏡
の観察によって このクラスター を観察することは困難である。そこで、 この
実験では光学顕微鏡で識別できる大きさ(=O.5μm)になった、直径0.7mm、
深さ0.3㎜のセル内にお ける、結晶繖 の時間変化率を核 生成皺 と した。
核生成頻度を測定するためには、一定の濃度であることが好 ましいが、DAC一
のガスケッ トの容積は極めて小 さいため、その中の溶質濃度 は、速やかに平
衡濃度近 くまで減少 して しまう。そのため、時間に対す る結晶の数の測定値
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のうち立ち上が り付近の傾きの最も大きい ところの5～10点をとり、最小二
乗法による直線近似を行い、その傾きを核生成頻度 とした。
このようにして得 られた実験結果は、圧力の増加 とともに、核生成頻度が
減少する傾向を示 している(Fig,2-6)。縦の誤差棒は晶出した結晶数の時間変
化の立ち上が り部分を直線でフィッティングし、その結果得 られた時間の1一
次の係数 の誤差 を示 したものである。横の誤差棒 は、3回の圧力測定におけ
るばらつきを示 した ものである。
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Fig.2・6。Nucleationrateoflysozymeunderhighpressure.
圧力を増加す ると、なぜ核生成頻度が減少するのであろうか。核の形を異
方性のない球形 とみなし、均一核生成である様な単純なモデルを用いて考察
すると、核生成頻度Jは以下のように書ける。
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J=vaqiexp(.△Ω 二)
kT
(2-2)
こ こで 、vは 臨 界核 に モ ノマ ーが衝 突 す る頻 嵐aは 付 着 確 率 、qlはモ ノマ 一ー
濃 度 、 △G*は臨 界核 生 成 に必 要 な活性 化 エ ネル ギ ー で あ る 。
さ らに 、 △G*は以 下 の よ うに書 け る。L
△G・=16炉 Ω (2・3)
3(kTln.C-)2
Ce
)は表面 自由エネルギー、Ωは分子体積、kはボルツマン定数、Tは絶対温
度Cは タンパク濃度、Ceは平衡濃度、を表している。
上式より、ノを支配する因子は、v、a、qi、△G*である。
実験結果より、 この系では、圧力を増加させると、溶解度が上昇すること
が明 らかになっている。溶解度が上がるということは、αC。が減少する こと
に対応する。その結果として、(2-3)式より、もし、表面自由エネルギーγに変
化がないと仮定すると、臨界核生成の活性化エネルギー △σ*が増加す ること
になる。 この活性化エネルギー△G*の増大が核生成頻度」の減少の原因であ
ると考える ことがで きる。しかし、残 りの変数v、a、qlについては、さらな
る議論を要する。
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2・5.成長速度 の圧 力依存性
同一組成で圧力のみを変化させた実験において、面成長速度が圧力ととも
に低下することを初めて明らかにした。
成長速度は、結晶の成長面に垂直方向 の、各面の前進速度 とした。HEWL一
の正方晶系結晶は主に{101}面と、{llO}面によって囲まれているので、この
2種類の面の成長速度 を測定す ることにした。測定法は結晶の大きさの変化
か ら幾何学的に求める方法をとった。
溶液を仕込 んでから、加圧するまで の間は、溶液 にかかっている圧 力は
0.IMPaになっているので 、その時 間の影響を極力排除す るために、仕込み
(40mglmlHEWL溶液 と60mglmlNaCl溶液の混合)を、過飽和度の小さくなっ
ている=22℃(室温)で行い、一律に5分以内に加圧 をした。そしてその後冷却
を開始 し、15.0±O.2℃に落ち着いた後に、測定可能な結晶を用いて測定 した。
これらを使って 、結晶中心からの各面までの距離の、時聞に対するプロッ ト
を行 い、時間に対する立ち上がりの点を5～10個とって、最小二乗法で直線
近似 を行い、その傾きを成長速度 とした。
圧力を変えて、(110)面と、(101)面の成長速度を測定 したが、その結果、圧
力を増加 させると、成長速度は両面 とも減少する傾向が見 られた(Fig.2-7-1,
2-7-2)。
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ここで、縦の誤差棒は、何回か測定 したもの についての、それぞれの測定値
の平均値からの標準偏差である。横の誤差棒 は、核生成頻度 におけるものと
同 じ意味を持つ、このような成長速度の減少が何に起因するのか考察 してみ
る。
成長速度は、その成長機構によって様々な形を取 りうるが、今は、そのう
ちの1つとして、荒れ た表面 の成長速度で考 えてみ る。荒れた表面の成長速
度Gは 、次式のように表す ことができる[19】。
G=P6s、Ω(C-Ce) (2・5)
ここで、Gは面の成長速度、Pは、面の傾き、β。はステップカイネティック
係数、 Ωは成長単位が結晶中で占める体積、Cは結晶表面における溶液濃度、
Ceは平衡濃度、を表している。
圧力を増加させると、溶解度 が上昇す ることが既 に明らかになっている。
溶解度が上が るということは、(C-Ce)が減 少す ることに対応す る。 Ωが、
100MPa→0.1MPa(大気圧)で1.1%の体積増加[81しかないことからも、この(C-
Ce)の減少が、成長速度Gの減少す る原因の一つであると考えることができる。
しか し、fi、tに関しては更なる議論を要する。今は、仮 にある特殊な例で見積
もってみたが、 どのような成長機構で成長しているかがわか らないと、より
以上のことはわか らない。
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2-6.成長速度の面方位依存性 とその圧力依存性
圧力 を上げることによって結晶の晶癖がc軸方向に延びること(面 の成長
速度の異方性が圧力とともに変化 したこと)を 初めて明 らかにした。
圧力の増加に対 して、(110)面の成長速度 に対する(101)面の成長速度の比(
Gl。t!GtiO)は単調に増加するということが分かった(Fig.2-8)。
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このことか ら、圧力が結晶学的に異なる性質を持つ面に対 して異なる作用
を与えているこが推測され る。また、一般的にHEWLの結晶成長は、表面反
応が律速であるので、面に対す る成長速度の異方性は結晶表面の状態の差異
によるもので あろう。 この結果 と類似の結果が、0.IMP砥大気圧)にお ける
Durbinらの実験 によって示されている[20】。 この実験では、過飽和度を下 げ
れば下げるほど、(110)面の成長速度に対する(101)面の成長速度の比が増加 し
ている。この原因について、Durbinらはコンピューター シミュレイションに
よって得た結果より、結晶 中のHEWL分子間の結合 力の強さの異方性に起因
している ことを示唆している【21】。 このよ うにして 、実験結果が、同 じ傾向
を示す というところか ら、圧力を増加すると過飽和度が下が る、即ち本研究
においては溶解度が上がるということの傍証 となり得る。
2.7.まと め
O.IM酢酸 ナ トリウム緩 衝 溶 液(pH4.6)に、20mglmlHEWL、30mg/mlNaCL
を混 合 した過 飽 和 溶液 か ら 晶 出 したHEWLの 結 晶 成 長 に 及 ぼす 圧 力効 果 に 関
し、 以下 の結 論 を得 た 。
1.25±0.2℃にお いて は 、510MPaにお け る溶 解 度 の 方 が 、0.1MPaにお け
る もの よ りも大 きか った 。 圧 力 の増 大 とと も に溶 解 度 が 増 大 した 。
2核生成の頻度は、圧力が増加とともに減少 した。
3.(101)面と(110)面の 成 長 速度 は圧 力 と とも に減 少 した 。
4.(101)面と(IlO)面の 成 長 速 度 との 比(G!Ot1Gii。)は、圧 力 と共 に単 調
増 加 した。 そ の 結 果 正 方 晶 系 結 晶 の 晶癖 は、 成長 時 の 圧 力 に依 存 し、
圧 力 の増 加 とと も にc軸方 向 に長 くな っ た。
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2騙&問題 提起
以上の結果を元に、更に研究を深めていくためには、いくっか解決すべき
問題点がある。その中で特に、結晶成長速度 に及ぼす圧力効 果の解明に注 目
した。
DACを用 いて測定 した、同一出発組成の溶液 か らの成長速度は、圧力の増
加 とともに減少 した。 この原因 を解明するためには、圧力の変化 とともにど
のような変化が系にもたらされ るかということについて定量的な測定を行わ
なくてはならな い。その中で、特に溶解度の圧力依存性の測定は、圧力効果
を熱力学的な要因と、速度論的な要因に分離するために必要不可欠なもので
ある。
以上を簡単にまとめると1以 下のようになる(Fig.2-9)。
厂 「
成長速度の圧力依存性
㌧
▼
r-1
溶解度の圧力依存性
十
その他の圧力依存性
LJ
▼
'
溶解度の定量測定必要
L」
Fig.2・9.問題 提 起
29
成長速度の圧力依存性の原因として考えられるのは、主に、
L溶解度の圧力依存性による過飽和度への影響(熱力学的要因)
2.その他の要因の圧力依存性(速度論的要因)
の2つに大別できる。速度論的要因(結 晶成長kinetics)は、具体 的に挙げる
と、表面自由エネルギー、脱水和の活性化エネルギー、拡散定数などである。
この章では、溶解度の圧力による変化(上 昇)は 定性的には明らかになっ
たが、実際の溶解度の値(定 量値)は わか らなかった。成長速度の圧力依存
性の原因を明らかにするためには、まず、溶解度の定量測定 を行 い、過飽和
度 をもとめ、成長速度の圧力依存性か ら熱力学的要因を分離することが必要
である。
以後のChapterでは、まず、溶解度の定量測定をお こない、その後、成長速
度を過飽和度の関数 として求め、結晶成長kineticsの圧力依存性を明らか にし
ていく。
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Chapter3
溶解度の圧力依存性
(その場 観察 による測定)
Chapter2まで の現 象 を 、 よ り定 量 的 に研 究 す る た め に、Chapter3では 、 平
衡 濃 度 の圧 力依 存 性 を求 め て 平 衡 論 的 な 議 論 を行 い 、Chapter4では 、そ の 平
衡 濃 度 を使 って 、 平 衡 か らず れ た 時 に生 じる 駆 動 力 に よ って 生 じる結 晶 の 成
長 速 度 の 運 動 学 的 な 解 析(非 平 衡 状 態 の現 象 に及 ぼす 圧 力 効 果 の議 論)を 行
う。
Chapter2より も、更 に踏 み 込 ん だ議 論 を行 うた め 、Chapter3以降 の 実 験 で
は、 油圧 式 の圧 力セ ル を用 い た 。 このセ ル で 発 生 で き る圧 力 は0.1・-150MPa(
Chapter3)・O.1・-120MPa(Chapter4)と、DACの 圧 力 範 囲(O .1-・1.4GPa)よ
りも低 い範 囲 に限 られ て しま う。 しか し、 圧 力測 定 精度 は=ti).IMPaに上 が っ
た 。 これ は 、Chapter2のDACでの圧 力測 定 精度 姓13.7MPaよりも2桁高 い精 度
で あ り、 よ り高 い精 度 で の実 験 を行 う こ とが で き た。
3崗1.研究 の 背 景
Chapter2で問題提起 した通 り、結晶の成長速度に及ぼす圧力効果を明らか
にするためには、溶解度がどのように圧力に依存するのか、定量的に測定す
る必要がある。 この章では、結 晶の溶解度 と、その熱力学的解析 といった、
平衡状態の議論を行う・そ して・この章で得 られた結果 を元にして、Chapter
4では、結晶の成長速度の圧力依存性に関す る非平衡状態の議論を行 う。
HEWLの溶解度の圧力依存性の測定例は、知る限り2報ある[10,15]。彼 ら
はどちらも、溶解度を求める際に、
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1.溶液を、一旦常圧下に取 り出した後に濃度を測定する
2.溶液濃度の経時変化(平 衡濃度に接近する過程)を 結晶が成長する
側のみから測定する(溶 解する側か らの測定はしていない)
という方法を取っている。
しか し、1の方法で は、もし減圧 して溶液を常圧下に取 り出す過程 で濃度
変化が起 こって いたと しても、その有無を確認で きない。また、2の方法で
は、本当に平衡濃度に到達 したか どうかの判断が難 しい。特 に、タンパク質
は、他の物質に比べて、結晶の成長速度が2-3桁ほど遅いので 、平衡状態に
到達するまで非常に時間がかかる。そのため、一見、平衡状態に到達 したよ
うに見えて も、実は、まだ全然平衡状態に達 していないとい う事態 に陥 りや
すい。
一般的に、精度良い平衡濃度測定を行 うためには、以下のような測定が要
求 される。
1,測定 したい条件(こ の場合は圧力)を 保持 したままでの測定(そ の
場測定)
2.結晶の成長、および溶解による緩和過程の観測による測定。すなわ
ち、溶液濃度の時間経過にともな う減少、増加の両過程の鋏 うち
(平衡濃度の存在範囲を断定できる)で測定
本研究では上述した2つの条件を満たす測定を行い、溶解度の圧力依存性
を定量的に求めた。
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3-2.その場 観察 による高圧 力下で の
溶解度測定法の開発
まず、本研究 をお こな うにあたって、新 しい、圧力下での溶液濃度のその
場測定法を開発 した。
測定法の開発 において、そのアイデアおよび測定装置は、科学技術庁無機
材質研究所主任研究官沢田勉氏 に帰属するものである。実験 による測定の実
現可能性の確認 、および、全ての実験 解析 は、鈴木が行った。そ して、そ
の結果の議論は両者によるものである。これ らの実験は、主 に科学技術庁無
機材質研究所においておこなわれた。
3-2・1.これ までの問題点 と その場 測定法の必 要性
高圧力下での溶液の溶解度測定は、高圧力下という、特殊環境下で行わな
ければならぬが故に、技術的に困難な点が多かった。特に、技術的に最 も困
難な点は、飽和溶液の分離であった。
過去の報告をみると、高圧力下の溶解度測定の多 くは、高圧セル内で平衡
状態 に達 した飽和溶液を、一一度常圧に戻 してから結晶と分離 して[22,23]、取
り出 した試料の乾燥重量、滴定 、紫外スペク トル、屈折率な どを測定す るこ
とによってなされてきた。 しか し、試料を減圧 して取 り出す 際に、濃度が変
わって しまい、正確な溶解度が求め られない可能性があった。特に、溶解、
成長の速い物質の場合、この問題は深刻であった。
これ らよ り少 し進んだ方法と して、高圧容器にもうけた高圧バルブを開 く
ことによって、結晶と共存する溶液か ら溶液 の一部のみを瞬 間的に、随時取
り出し、その濃度 を測定するという方法が工夫された[24,25]。この方式に
よって、減圧時 の濃度変化の問題が解決された。これ らの方法では、残 りの
溶液は、高圧力 を保ったままにすることが出来るので、ある圧力下で、連続
的に、平衡状態 に向かう濃度変 化を測定する ことが可能であったが、多量の
試料が必要 とな る。そのため、少量しか得 られない上に、高価な、タンパク
質などの試料については、これ らの方法を適用することは、現実上困難であ
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る。実際、これまでには、タンパク質については、比較的安価なheneggwhite
lysozyme(HEWL)についてのみ しか報告例がなかった【10,15]。
もし、加圧下での溶解度のその場測定ができれば、上述の問題点 の多 くが
解決 され るで あろう。高圧 力下での溶解 度の その場 測定 の例 としては、
Sawamuraらによる有機化合物の水に対する溶解度の測定[26,27】があった。
Sawamuraらは、光学窓付の圧力セルを使った、紫外吸収の測定によ り、加圧
下の溶液濃度を求めた。しかし、この方法は、水に対する有機化合物の溶解
度のように、溶液濃度が非常に低いものにしか適用できないので、この方法
が適用可能な物質はごく限られている。
そ こで、本研 究では、より広い適用性を持 った方法 として、光学窓のつい
た圧力セル内の溶液を通して干渉縞を作 り、その干渉縞のずれか ら溶解度を
もとめるという方法を開発 した。この、我々が新たに開発 した方法によって、
高圧力下の溶液濃度を顕微鏡下で、初めてその場測定出来るようになった。
3・2・2.測定 原 理
高 圧 力下 で 溶 解 度 をそ の場 測 定 す るた め に 、光 学 窓 付 の 圧 カ セ ル に試料 を
セ ッ トし、光 干 渉 法 によ り、 干 渉 縞 の 変位 か ら溶 液 濃 度 の 変 化 を検 出す る と
い う方 式 を とっ た。 以下 に、 そ の 測 定原 理 を説 明す る。
Fig.3-1-(a)に示 す とお り、干 渉 計 の 光 路 上 にセ ッ トされ た 圧 力セ ル 内 に 、
片 方 にreferenceとして溶 媒(puresolvent)を入 れ 、 も う片 方 にsampleとして
溶 液(solution)を入 れ た 円筒 形 ガ ラス 毛 細 管(glasscapillary)を平行 に2本
セ ッ トす る 。 こ こで 、glasscapillaryの一 端 は 、接 着 剤 で 閉 じ、 も う片方 は圧
媒 の オ イ ル を充 填 して お く と、 この オイ ル を 通 して 、溶 液 中 に ス ム ー ズ に静
水 圧 が 伝 わ る。
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次 に 、glasscapillaryの軸 方 向 に対 して垂 直 に干 渉 縞 をつ くった(Fig.3-1-(b)
)。capiliary上で 干 渉縞 が 曲 が っ て いる の は 、capillary断面 が 円形 で あ るか ら
で あ る。 ま た 、reference側とsample側で は 、濃 度 が 違 う た め干 渉 縞 の位 置 が
ず れ て い る 。 た だ 、使 用 して い る光 源 の波 長 は単 波 長 で 、 さ ら にLASER光の
コ ヒー レ ン ト長 が長 いた め、 干 渉 縞 は、 皆 同 じ に見 え 、次 数 によ る 区別 はで
き な い。
も し、Fig.3-1-(b)に図 示 した とお り、referenceを通 して形 成 され る干 渉 縞 の
う ち の ひ とつ を基 準 と し(A)、 これ と次 数 が 同 じでsampleを通 して 形 成 さ
れ る干 渉 縞(B)と の 間 の距 離 が 認 識 で き る とす る と、 これ を隣 り 合 う干 渉
縞 の 間 隔 で 割 った も の をXと 定 義 す る こ とが で き る 。 この と き 、sampleと
referenceを通 過 す る光 の光 学 距 離 の差 は 、capillary内の溶 液 の光 学 距 離 の 差 の
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み に よ って もた らされ る た め 、Xは 、
X=(πs・nR)d1λ(3■1)
と表 わ す ことが で きる。 愚nRは 、そ れ ぞれsampleとreferenceの屈折 率 であ る 。
また 、dはglasscapillaryの内 径 、λは波 長 で あ る。nsは濃 度 、 圧 力 の 関 数 で あ
り、 娠は圧 力の 関数 で あ る 。 したが って 、 これ らの 関数 形 が あ らか じめわ か っ
て いれ ば 、原 理 的 に は 、 あ る 圧 力 下でXを 測 定 す る こ とに よ り、(3-1)式を通
じてsampleの濃度 を知 る こ とが で き る。
しか し、本研 究 で用 い た干 渉 縞 は 、前 に も 述 べ た よ う に、 皆 同様 の コ ン ト
ラス トで み え、 次 数 の 違 い を認 識 で き な いの で 、実 際 はXを 測定 す る こ と が
で きな い 。 た だ 、我 々 は 、以 下 に示 す よ う に 、Xの 相 対 変 化 を測 定 す る ζ と
は で き る ので 、 溶解 度 の相 対 変 化 を もとめ る こ とはで き る と い う点 に気 付 い
た 。
こ こで 新 た に、 上述 し た基 準 の 干 渉 縞(A).と 、そ れ に一 番 近 いsampleの
干 渉 縞(c)と の 間 の距 離 を干 渉 縞 の間 隔 で割 った 蟲 を定 義 す る(Fig.3-
1-(b))。そ うす る と、X-xは、干 渉縞BとCの 間 に ある 干 渉 縞 の 本 数+1に相 当
し、 干 渉 縞BとCは 加 圧 に よ っ て 平行 移 動 す るの で 、圧 力 に よ らな い整 数 定 数
に な る。 そ こで 、 この定 数 をαとお く と、
丿【=RX+oこ(3-2)
と書ける。したがって、xの相対変化で、Xの相対変化を表わすことができる。
まず、sampleとして、結晶 と溶液が共存 したもの を用い、溶液が飽和濃度
にある場合について考える。この条件を明示するために、各々の量にチルダー
を付けると、(3-2)式はX読+αとなる。ここで、αは、この測定におけるαであ
り、圧力に依存 しない定数である。特に圧力が常圧の場合、X詠1+αとなる。
ここで、下付き添字の1は圧力が常圧であることを意味している。 したが っ
て、
X(P)=x(P)+X1"x1(3・3)
を得 る。 こ こで 、圧 力 に依 存 す る量 に は 、見や す くす るため に、(P)をつ け た。
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次に、sampleとして、結晶 を含まない溶液のみの ものを用いる場合につ い
て考える。 この場合には、sample濃度は圧力が変化 しても変化 しない。 この
条件を明示するために、各々の量に下付き添字 として濃度Cを付ける。
(3-3)式を得たのと同様に、
Xc(P)=Xc(P)+丿ifc,1・Xc,1(34)
を 得 る・ た だ し・Xc,1とXc.1のさ らな る下 付 き添 字 の1は、 常 圧 に対 す る量 で
あ る こ とを意 味 して い る。
(3-3)、(3-4)式で は、Xc(P)、£(p)は実 測 で きな い値 で あ るの で 、 これ らを消
去 しな くて はな らな いe(3-4)式で 、Xcを 測 定 した時 のCが 圧 力Pの とき の溶 解
度 と等 しい と き は、Xc(P)=£(P)とな る ので 、(3-3)、(3-4)から、
Xc,i'Xi=(X(P)翩Xl)・(Xc(P)dXc,1)(3・5)
とな る。 これ らの項 の 関 係 を模 式 的 に示 す(Fig.3-2)e
X
xl
XC,1
匠「(P)
orXc(P)
〜?
一一2(c
↓
x(P)・x1
レc(P)-XC」
P jP
Fig.3-2.SchematiciMustrationaboutequation(3・5)。
こ の 図 で 、 縦 軸 はX、 横 軸 はPで あ る 。 こ の 中 で 、 実 測 で き る 量 は 、 穿(P)、
努1、x♂P)、Xc,1で あ る 。(3-3)、(3-4)式か ら、X(P)-Xi=i(P)免で あ り 、 ま た 、
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Xc(P)-Xc.L=.Xc(P)-Xc,1であ る の 、 圧 力Pの 上 の 様 な 値 が 記 入 で き る 。Xcを測 定
す る と き に 既 にCは 決 め て あ る 。 常 圧 下 で の 溶 解 度C1は 独 立 に 決 め て お く。
ま た 、 一 般 に 、 第 一 次 近 似 と してns=nR+bC(b淀数)と 書 け る こ と と 、(3-1)式
か ら 、Xc.1とX,は、C、Ciを 使 っ て 計 算 で き る 。 つ ま り 、(3-5)式で わ か ら な い
の は 、Fig.3-2にお け る 、 曲 線Xcと £の 交 点 で のPで あ る 。xc,1と■'-Lnt'、を 、c.c,一
を 使 っ て 表 わ す と(3-5)式は 以 下 の よ う に な る 。
C勵C1髴△C=(λ1bd){(f(P)・ii)・(Xc(P)・Xc
,1)}(3騨6)
ただし、△C藝C-C,であり、初めか ら与えられた値である。ここで、わか ら
ないのはPで、この式 の解とな るPが、与えられたCが平衡濃度 となる圧 力と
なる。△Cは常圧か らPまで圧力を変化させた ときの溶解度変化に相 当してい
る。すなわ ち、(3-6)式は、ある濃度Cの溶液が平衡濃度 となる圧力を、干渉
縞の相対的変位量 α(P)-X、と c(P)-xc,置)の測定を通 じて知ることができるこ
とを示 している。
溶解度の絶対値は、常圧下での溶解度Csを独立に求めて あれば、以上の結
果を用いて、C=C1+△Cで、求められる。
ここで、(3-6)式に基づいて、溶解度の圧力依存 を求める具体的な手順の例
について説明する。
まず、結晶と共存する溶液と、 ある濃度Cの溶液の両者について、それぞ
れ、干渉縞の変位量の圧力依存性i(P)とXc(P)を測定 し、次のように、圧力の2
次式として近似し、実験式を求める:
f(P)壽δ三+βP+亨P2
Xc(P)=αc+βcp+γ』P2
これ らを(3-6)式に代 入 して 、 △Cを、Pの2次 式:
△C=Ac+BcP+rcP2(3齒7)
と表わ したときの各係数は、次のようにもとまる。
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Ac=(λ1bd){・O.10132(β一βc)墜0.101322(V"Yc)}
Bc=(λ1bd)(β圏βc)
rc=(λ1bd)(il♂y.)
(3・8・1)
(3・8・2)
(3・8・3)
このとき、常圧=O.10132MPaとした。
このようにして得 られた(3-7)式は、ある与えられた濃度Cが 飽和濃度 とな
る場合の圧力Pを求める方程式である。一般に、βc、γcは濃度に依存するが、
問題 とする圧力範囲での飽和濃度の変化があまり大きくない ときは、 これ ら
の濃度依存性は無視できる場合 がありうる。その様な場合は、ある代表的な
濃度の溶液 についてのみXcを測定 して、βcとγcを決定すれば、(3-7)と(3-8)で
溶解度の圧 力依存が決定され る。 もし、βcとYcの濃度依存性が無視できない
ときは、各Cの値について、上述の手順を繰 り返す必要がある。
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・2・3.測 定 装 置
実験 に用 い た測 定 シス テ ム をFig.3-3に示す 。
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40
この装 置 の最 も大 きな特 長 は 、圧 力 をか け た 状 態 で光 学 窓 を 通 して 、 内 部
の 様 子 を観 察 で き る と い う点 で あ る。 以 下 にそ の 詳 細 につ いて 述 べ る。
実 験 で はMach-Zehnder干渉 計 を用 い た 、干 渉 光 の 波長 は 、λ=543.5nmであ っ
た 。 内部 セ ル のglasscapiilaryの内 径 はd=1.46:一一b.O.Ol㎜で あ った 。glasscapillary一
は 、2本 の間 の内 径誤 差 をで き るだ け 小 さ くす る た め に 、 もと も と1本 で あ っ
た もの を 真 ん 中 か ら2つ折 に して 、そ の折 口 を あ わ せ て 、 サ ンプ ル ホ ル ダ に
接 着 した 。 測 定 は 、 折 口 の近 辺 で行 っ た 。 このcapillaryを用 いて 測 定 す る の
に 必要 なsampieの総 量 は 、 わず か=10ptであ った 。
圧 力 セル は 、油圧 式 の もの(圧 力範 囲=O.1-・150MPa)を用 い た 。圧 力 は
手 動 ポ ン プ と、 自動 制御 装 置 を用 いて 、±0.lMPaで制御 した 。 このセ ル には 、
サ フ ァイ ヤ の窓(窓 の 直 径=60mm)が 付 いて いて 、 光 を透 過 させ て光 学 観
察 が 出来 る よ う にな って い る 。 ま た、 オ イ ル 供 給 のパ イ プ と の 接続 が 、 ロー
タ リー ジ ョイ ン ト式 にな って お り、 ジ ョイ ン トを 中心 に して セ ル を回 転 させ
る ことが で き 、 試 料 の入 れ替 え な どに非 常 に 便 利 で あ る。 そ して 、垂 直 に た
て て も、 水 平 に 寝 か せ て もセ ル 内部 の様 子 を 観 察 で き る よ う に光 学 系 を 工夫
した(Fig.3-3)e
高 圧 装 置 は、送 風 式 の恒 温 ボ ックス 内 にセ ッ トされ てい る。 これ に加 え て 、
高 圧 セ ル をペ ル テ ィ エ 素子 とCuの恒 温 ジ ャケ ッ トによ って 直 接 制御 す る こと
に よ り、セ ル の温 度 を15℃一.35℃まで の 範 囲 にお いて は、±O.2℃ の精 度 で 制
御 す る こ とが で き た 。
3-2'4.測定精度 の確認(NH,Clを用いた溶解度測定)
3-2-2.測定原理で述べた方法によって、溶解度の圧力依存が実際に測定で
きるかどうかを確認するため、25℃で、NH,Clの水への溶解度の圧力依存性
をO.1・.IOOMPaの圧力範囲で調べた。
結晶は、干渉縞測定の妨げにな らないように、glasscapillaryの一端に晶出
させた。溶解、成長が起 こる際 には、結晶近傍か らバルク溶液にかけて、濃
度分布が形成されるが、その濃度場 も、干渉縞の間隔の変化か ら観察できる。
この濃度分布の時間変化を解析することによって、拡散定数 を求めることも
可能である。
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reference側の基 準 の 干 渉 縞 と 、sample側の干 渉縞 との 距 離 を 、隣 り合 う干
渉縞 の 間 隔 で 割 った 値xは 、精 度 を上 げ る ため に、1組 の み の 測 定 で はな く、
何 本 か の縞 の位 置 を縞 の次 数 の 関数 と して 、 直線 近似 を し、 そ の 傾 きか ら求
めた 。 この こ とに よ っ て 、xの測 定 精 度 は、 ±0.02程度 とな っ た 。 これ を 検 出
限 界 とす る と、NH,Clに関 して は 、濃 度 検 出 の限 界 は 、±3.87×10-:wtglo程度 と
い う こ とにな り、大 変 精 度 の 高 い測 定 法 で あ る ことが わ か る 。
溶 解 度 の 、 圧 力変 化 に よ る相 対 変 化 を求 め る た め に は 、(3-6)式に見 る よ う
に、主とXcの圧 力 依 存性 の 式 を実 験 的 に求 め な くて はな らな い。
7を求 め る時 に は、 結 晶 を晶 出 させ た後 、 常 圧 、25℃で、xの 変 化 が ほ と ん
どな くな っ た状 態(つ ま り、平 衡 状 態)に す る。 そ の 状 態 か ら、 圧 力 を 変化
させ 、xの 変化 を追 っ た と こ ろ 、 変 化 が 止 ま る(平 衡 状 態 に 到 達 す る)の に
か か る時 間 は 、10MPaの圧 力変 化 に対 して 、 ほぼ10時間 程 度 で あ っ た。 そ の
一 例 と して 、P=30MPaから、P=40MPaに圧 力 ジ ャ ン プ した 後 のxの時 間 変化
をFig.3-4に示 す 。
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こ の よ うに して 、100MPaまで の い くつ か の 圧 力 に対 す るJerを求 め 、以 下 の
よ う に 、圧 力 の2次式 で 近 似 したe
x(P)=(3.3S±0.24)・←(・0.189±0.009)P
+(0.000168±7.73XlO'『)P2(3・9)
xcにつ い て も、C=27.93wt%、T』28.7℃の 条 件 で 、 常 圧 か ら100MPaまで の 圧
力 範 囲 でXcを測 定 し た 。Xcを圧 力 の2次 式 で 近 似 して 次 式 を得 た ・
xc(P)=(5.26±0.Ol5)+(繭0.0645±0.0006)P
+(8.05XIO's±5.8×10{)P2(3嘲10)
後 に述 べ る よ うに 、 溶 解 度 は この溶 液 濃 度 の近 辺 で 、100MPaあた り2wt%
しか 変 化 しな か っ た の で 、Xcの測 定 と して は(3-10)式で代 表 す る こと に した・
以 上 で 求 め たiとXcに基 づ い て 、Y(P)諾と、璽P)・Xc,tをグ ラ フ に表 わ した の
が 、Fig.3・・5であ る。
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100MPaの圧 力変 化 に対 し・yの 相 対 変 化 は 、1M・=17、Xcは、 国朗6であ り、 測
定 感 度 がx・ro.02程度 で あ る ので 、 きわ め て 精度 良 く圧 力依 存 性 を検 出 で き る
こ とが わ か る。 こ の2つの グ ラ フの 引 き 算 の 結 果 に、(λ1bd)をか けた も のが 、
溶 解 度 の圧 力依 存 に相 当す る((3-6)式参 照)。
T=25℃で 、(3-6)式の屈 折 率 の 濃度 依 存bは 、b=O.OO192wt9・'iであ る。 また 、
実 験 で 用 い た干 渉 光 の波 長 は、λ=5435nmで、capillaryの内 径 は、d=1.46mm一
で あ っ た 。 これ らの 値 と 、式(3-9)、(3-10)を用 いる と、溶 解 度 の圧 力依 存 性
の式 の係 数(式(3-8-1・'3))がも と ま り、 そ の 結 果
△C=A+BP+rI野CCc
A==0.00243±0.00018　
B=.O.OMO±0。0018　
r=1.70×10's±1.50×10'5C
を得 た 。
測 定 値 の ば らつ き を見 る ため に 、王の個 々 の値 と(3・・10)式を用 い て 、溶 解 度
の圧 力依 存 性 を求 め た 結果 をFig.3-6に示 す 。 ここで は詳 細 に述 べ な い が 、 図
中 に示 さ れ て い る誤差 棒 は 、capillaryの太 さ ば らつ きか ら生 まれ て く る誤
差 で あ る。
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indicatespreviousdata.Largererrorbarwhichisillustratedoutof
thegraphindicatestheerrorofthepreviousdata.
Fig.3-6の破線は、Sawamuraらによって報告されている溶解度の圧力依存性
を示す。Sawamuraらの結果と、われわれの測定結果を比較す ると、最大約
0.3wt%の差がある。 しか し、これは彼等の測定誤差(0,7wt%)以内であ り、
両者は良 く一致 している。われわれの測定は約10MPa間隔という細かい圧力
きざみで行って いる上、測定点 のばらつきが少ない。これは、われわれの測
定が、きわめて高精度の測定であることを示 している。
以上の結果か ら、今回、本研究で開発 した手法によ り、高圧力下での溶解
度 を極めて精度良 く測定で きる ことがわかる。以下 、この測定法を用 いて
HEWLの溶解度の圧力依存の解明を行った。
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3・3.測定 条 件
3-2で述 べ た、 本研 究 で新 た に開 発 した測 定 法 を用 い て、HEWLの 溶 解 度 の
圧 力 依存 性 を測 定 した 。 比較 のた め に 、Grossら[10]と同 じ温 度(20.0±0.2℃一
)、 塩濃 度 、pHで実 験 を行 っ た(Fig.3-6)。ま た 、Chapter4にお いて も、 同
じ溶 液 組成 、温 度 を用 いた。
実 験 に使 用 したHEWLは 、生 化 学 工 業社 製 の もの(6回 再 結 晶)を そ の ま ま
用 い た 。 他 の 試 薬 は 全 て 特 級 の も の を 用 い た 。 ま た 、 水 は 超 純 水(
>18MΩcm)を用 いた 。
実 験 に用 い る溶 液 は 以 下 の よ うに作 成 した 。 まず 、0.02M酢酸 ナ トリウム
緩 衝 溶液(pH=4.66)に、 目的 のHEWL濃 度 の2倍 の濃 度(2Xmg!ml)の溶 液
を調 製 した 。一 方 、 これ とは別 に 、1.66MのNaCl溶液 を作 った 。 この 段階 で 、
HEWL溶液 は 未飽 和 状 態 にあ る 。 次 に 、そ れ ぞ れ の 溶 液 を 等 量 ず つ 混 合 し、
最 終 的 に、HEWL濃 度 がXmg/ml、NaCl濃度 がO.83Mの溶 液 を作 成 した。 この
混 合 に よ って 、 溶 液 は過 飽 和 状 態 に な る(塩 析 効 果)。 この 溶 液 を使 っ て 実
験 を行 った 。
HEWLは、pH、温 度 な ど、 育 成 条 件 の違 い に よ って 、 異な る 結 晶 形(単 斜
晶 系 、三 斜 晶 系 、斜 方 晶系 、正 方 晶 系 、 六方 晶 系)が 晶 出す る が 、 この 実 験
で 用 い た条 件 で は 、正 方 晶系 の結 晶 が 晶 出す る。 この結 晶 は 、(101)面と(110)
面 とい う2種 類 の結 晶学 的 に性 質 の異 な る面 に よ って 覆 わ れ て い る 。 晶 出 す
る結 晶 の簡 単 な 外 形 を、Fig.3-7に示 す 。
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2Xmglmllysozyme
in
O.02M
sodiumacetate
PH4.66
t.66MNaCt
ln
e.e2M
sodiumacetate
pH4.66
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samevolume
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O.83MNaCl
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O.02M
sodiumacetate
pH4.66
(101)
tetragonalferm
(P4,2,2》
a=b=7.91nm
Supersaturated!!c=3・79nm
Fig.3・7.Samplepreparationandthecrystalhabitofagrowncrysta1.
Grossらは 、 塩 濃 度 を 何 種 類 か 変 え て 測 定 し た が 、 本 研 究 で は 、 そ の 測 定
結 果 中 で 最 も 溶 解 度 の 圧 力 依 存 性 が 大 き か っ た 塩 濃 度(NaC1濃 度=O,83M)を
用 い た 。
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34.測定結果
3-2.その場観 察 によ る測 定 法 に した が って 、HEWLの 溶 解 度 の 圧 力依 存 性
の 測 定 を行 った 。 まず 溶解 度 を 決 定す る た め に必 要 とな る 、 常 圧 下 にお け る
HEWL溶 液 の屈 折 率 の 濃度 依 存(式(3-6)の係 数b)を 測 定 した 。
Abbe屈折 計 を用 いて 、HEWL溶 液 の 屈 折 率の 濃 度 依 存 を測 定 した 結 果 を
Fig.3-8に示 す 。 得 られ た 屈 折 率 は、NaのD線(λ ・589.3nm)に対 す る屈 折 率
(nD)であ る。
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図 よ り、HEWL濃 度 の増 加 と と もに、 溶 液 の 屈折 率 が 直 線 的 に増 加 す る こ
とが わ か る 。 図 中 の 式 で 、nD(C)はNaのD線に 対 す る 屈 折 率 で あ り 、Cは
HEWL濃度 で 、 濃 度 の 単 位 はmglm1である 。 デー タ を直 線 で フ ィ ッ テ ィ ン グ
す る こ とよ り、 式(3-6)の係数b=O.OOO16[mllmg]を得 た。
常圧 下 で の溶 解 度 も、Fig.3-8で得 られ た屈 折 率 の 濃度 依 存 性 を用 いて 、
Abbe屈折計 で測 定 した 。
圧 力 セル 内で は、測 定 す る溶 液 と圧 力媒 体 の オイ ル(Ethyl-flowl66)が、
直 接 接 して い る の で 、 オ イ ル の 水 へ の溶 解 の 影 響 を確 認す る 必 要 が あ る。 そ
のた め 以 下 の 実 験 装 置 を使 って 確 認 を行 っ た。
glaSStube
HEWL
crysta1
Fig.3・9.ApparatusforthemeasurementsofthesolubilityofHEWL
Wtthorwithouto韮1.
Fig.3-9に示 したように、オイル(E∫鯉 罪ow166)入りの容器 と溶液のみを
入れたものの両方を用意し、結晶の溶解 と成長の両方か ら溶液濃度の測定を
行 ったe容 器に入っているガラス管(glasstube)は、溶液を取 り出す際にオ
イルがピペットに混入するのを防ぐためのものである。容器 のふたは気密性
が非常に高く、長時間の測定における水の蒸発は無視できるように した。
このような容器を用いて、定期的に上澄み溶液を採取 し、その屈折率を測
定 した。そ して、Fig,3--8の屈折率の濃度依存性の式か ら、溶液濃度 を求め、
その時間変化を調べた。その結果 をFig,3-10に示す。
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その結果、圧力媒体(オ イル)の 有無による測定値への影響は認められなかっ
た。
50日経過 しても成長側 と溶解側の濃度が一つの値 に収れん しなか った。そ
こで、最終的な溶解度を求めるために、ある緩和関数でフィ ッティングして
求め られ るに。。における値を溶解度 としようとした。 しかし、最適な関数を
決定することができなかった。そ こで、最終的 には溶解側の10日以降の測定
値の平均値か ら溶解度 を求める ことにした。溶解側か ら決定 したのは、 この
グラフ(Fig.3-10)から明らかなように、溶解の方が緩和のスピー ドが速い
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か らで あ る。 この こ とは 、 この 研 究 に限 らず 、 一般 的 に書 え る こ とで あ る。
そ の 結果 、
C,(0.1MPa)=4.7±0.2[mg!ml】(3・11)
とな った 。 この誤 差 は、10日以 降 の全 測 定 値(ll個 の測 定 点)の 標 準 偏 差 に
Studentのt係数=O.70をか けた もので あ る。
干 渉 縞 を使 っ た我 々の 、 高圧 下 で の 溶解 度 の測 定 法 で は 、 溶 解 度 の 相対 変
化 量 しか わ か らな い ので 、 絶対 値 が 必 要 な 場 合 に は 、 上述 した よ うにAbbe屈
折 計 の測定 を使 った 別 の方 法 で 常 圧 下 で の溶 解 度 を求 めて お か な くて は いけ
な い 。 以 降 、溶 解 度 の 圧 力 依 存 性 を測 定 す る に あ た り、 常 圧 で の値 は 、(3-
11)式を採 用 した 。
我 々 の 方 法 で は 、 溶 解 度 は 干 渉 縞 の 位 置 の 測 定 か ら求 め る が 、 そ の
referenceに対 す るsampleの干 渉 縞 の 位 置 のず れ を隣 り合 う縞 間 隔 で 割 っ た も
の をxと表 わ した(3-2-2.測定原 理参 照)。
xの測 定 値 の 一例 を挙 げ る。 この実 験 で は、referenceとして 、0.83MNaCl、
O・02M酢酸 ナ トリウム緩 衝 溶液(pH=4.66)の溶 液(HE肌 濃度C=Omg/ml)を
用 いた ・ そ の た め ・sample側でC=Omg/mlのと き・x,(P)=O、xcl1=Oで、xc(P)
-x。,t=0とな る・ ま た・C=O-6mglmiの間 で も・x、(P)-x、,1"0とな っ た。 これ
は 、x。(P)に濃 度 依 存 が な い こ とを示 す(3-2-2.測定原 理参 照)。 これ よ り、
(3-6)式は 、 この実 験 で は 以 下 の よ う にな る。
△C=(λ1bd)ぼ(P)・i,1(3隔12)
こ こで 、絶 対 値 が つ いて い る の は 、xの値 を出す と き、 基 準 をreferenceにと
る か 、sampleにとるか で 、符 号 が 変 わ りう る か らで あ る。 双P)-71を求 め る た
め に 、結 晶 と共 存 す る溶 液 のxの時 間 変化 を測定 した と こ ろ、Fig.3-11のよ う
にな っ た。
こ こで 、 平 衡 状態 に達 した と き の値 が 穿で あ る 。 結 晶 が 溶解 す る過 程 を追
う と 、κが 時 間 と と も に減 少 して い く。 逆 に 、 時 間 と と もに 増 加 して い く過
程 は 、 結 晶 の成 長過 程 を示 す 。 この グ ラ フ に あ る測 定 値 は 、 一 つ のsampleに
つ いて の 連続 的 な 測 定 によ って 得 られ た もので あ る 。100daysまで の溶 解 過 程
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か ら・102daysからの 成 長過 程 に移 る際 に プ ロ ッ トに とび が あ るが 、 こ こ には
一 度 温 度 を20℃か ら上 げ て、 結 晶 を更 に溶解 さ せ て 、そ の後 、20℃に戻 し、
成 長 過 程 に 変 え る と い う途 中過 程 が あ る 。125daysから、130daysまで の とび
の 間 には 、 そ の 逆 の作 業 を行 っ た 。 これ らの 途 中過程 は 、 繁 雑 にな る の で 図
中 に は 示 さな か った 。
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Fig.3-11.ChangeinxofHEWLwithtime.
この プ ロ ッ トを 、成 長 、溶 解 そ れ ぞ れ に つ いて ス タ ー ト時 間 を0と し、 ま
た 、0,IMPaの溶 解 過 程 で 落 ち つ い た と ころで のxの値 を0と して 描 き直 した の
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がFig.3-12であ る 。
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Fig.3・12.Changeinxwithtime(HEWL).Filledandopenedplots
indicatedissoluti・nandgrowth,respectively.Cirelesanddiamonds
correspondto100MPaandO.1MPa,respectively.
このグラフにおいて、ダイヤモンド形のプロッ トは0」MPaのものを示 し、
円形のプロッ トは、100MPaでの測定値を示す。時間 とともに、xが減少 して
いく過程は、結晶の溶解 による平衡化の過程 を示 し、増加 していく過程は、
結晶の成長による平衡化の過程を示す。
Abbe屈折計を用いて常圧下での溶解度 を決定 したときと同様に、この場合
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も平衡化 のスピー ドが速い溶解過程 から溶解度を求めた。便宜的に、7日以
降の測定値を平均 した値をYとした(Fig.3-12図中では矢印よ り右の測定値の
平均)。 その結果、
f且=2.()OXlO"3±9.47×10"3(3嵶13・1)
2(100MPa)=・0.536±6。79×10隔3(3・13・2)
を 得 た 。Abbe屈折 計 か ら得 られ た 結 果 と 同様 に 、7日 以 降 の 測 定 値 の 標 準 偏
差 にStudeneのt係数(t=O.71(測定 点 の 数=8,輔)を か けた もの を誤 差 とした 。
これ らの 値 を(3-12)式に代 入 す る ことで 、0.HOOMPaの圧 力変 化 に と もな
う溶解 度 変 化 △Cを以 下 の よ うに得 る ことが で きた 。
△C=(λ1bd)IX(P)"Xil
=(54351(O.OOO160×1.46×106))li(100MPa)・i11=1.2±O.O{m91mll】
こ こで 、 λ誘43.5[nm】は干 渉光 の波 長 、b・0.OOO16[mVmg]はHEWLの溶 液 屈
折 率 の 灘 依存 騰 、d=1.46[㎜]はglasscapillaryの内 径 で あ る。
100MPaにお け る溶 解 度 の絶 対 値 は 、上 の△Cと、(3-11)から、 以 下 の よ うに
決 定 され る。
Ce(100MPa)=C,(0.1MPa)+△C
=(4.7±0.2)+(L2±0.0)=5.9±O.2[mg!ml1(3・14)
(3-11)と、(3-14)の結 果 に至 る溶解 過 程 の濃 度 の時 間 変 化 をFig.343に示 す 。
この グ ラ フ にお いて 、○ は0,1MPaでの 、● は100MPaでの測 定 値 を示 して い
る。 各圧 力 にお け る溶解 度 の数 値 と、 測 定誤 差 の誤 差 棒 は 図 中 に示 した 。
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Fig.3・13.RelaxationprocessimHEWLsolutions.Filledandopened
marksindicatethedatatakenat1①OMPaandO.1MPa,respectively.
以降、溶解過程の最終到達濃度 の方が、成長過程のものよ りも正確な溶解
度に近いので、溶解過程のみから、IMPa、50MPaにおける溶解度 も測定 した。
これ らの測定値も加え、最終的に、Fig.3-14のような溶解度の圧力依存性を
得た。
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Fig.3・14.SolubilityofHEWLwithpressure.
この図か ら、圧力の増加とともに溶解度が増加することがわかる。溶液の
組成、実験温度は異なるが、Chapter2でも、結晶のedgeのその場観察か ら、
圧力の増加とともに溶解度が増加するという結果が得 られて いる。 この定性
的な結果が、Fig.3-14で、定量的に確かめられたことになる。
これ らの値は、Grossら[10]の値に比べて、絶対値、圧力変化に ともなう相
対変化量 ともに、低い値を示 している。 しか し、本研究の測定では、溶解、
成長の双方から平衡化過程を追い、その平衡化のスピー ドが速い溶解過程か
ら溶解度を求めている。また、加圧下で直接測定(そ の場測定)し ている こ
とか ら・精度が高いと考えられる。 これは、Grossらの実験がその場観察 して
56
いないことと、平衡化が遅い結晶の成長過程 から溶解度を求 めようとしてい
るために、平衡 に達 していない状態での濃度 を平衡濃度(溶 解度)と して採
用 しているためと思われる。
得 られた溶解度を圧力の2次式で近似すると、
C,(P)【mglml]冨(4・6±O・O)+(O.016±0.002)P
+(・3.3×10's±2.4×10'5)P2(3儡15)
とな っ た。
3・5.考察
Chapterlでも 触 れ た が 、LeChatelierの原 理 は 、
∂lnK_△V(…)
∂P RT
と書け、系の反応平衡定数の圧 力依存性が、反応前後の反応物質の部分モル
体積の変化 と結び付いている。結晶の溶解平衡時には、△Vは、溶質の部分モ
ル体積 と、結晶のモル体積との差 ということになる。
HEWL分子が結晶から溶液 中に溶解 したときの△Vは、上式のKの部分を溶
解度C,1C,(。1Mpa)とすることで見積もることができる。Fig.3-15に1n(Cノ(7e(。1Mp、))
の圧力依存性のグラフを図示する。
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Fig・3・15・ln(C/Ceie.iMP。pversuspressure・
このグラフの、ある圧力にお ける微分係数は、図中に示 したように、その
圧力下でのHEWLの溶解にともなうモル体積変化△Vと結び付いている。 しか
し、誤差が大 きいので、この1皿(C,1C,(。,iMP、))を圧力の関数として近似 する方
法に任意性が生まれて くる。その任意性 により、最終的に得 られる△Vの値に
違いが出て くる。例 えば、圧力の1次式で近似すると△Vは圧力によ らない定
数とな り、
△V=・RT(∂ln(C,1C醐Mp、))1∂P)羂・6.14[mllmol】(3・16)
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となる。これは、圧力が変化 しても、△Vの値は一定であることを示 している。
しかし、圧 力の2次式で近似すると、△Vは圧力依存性を持つ ことにな る。そ
の結果は、以下のように圧力の1次式で表すことができる。
△V=・RT(∂ln(C,1C。(o.1Mp、♪1∂P)=・8.38+0.0454P[mllmo1】(3・17)
(3-16)、(3-17)で得 られ た 結 果 をFig.3-16に示 す 。
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Fig.3-16.△yofHEWLwithpressure.Thecaptions,"quadratic"
and"linear",indicatethewayofapproximationtogetresultSof
(3・17)and(3・16),respectively.
つ ま り 、 且n(Cノ(1{。tMth))を、 圧 力 の 関 数 と して 近 似 す る 方 法 の 任 意 性 に よ っ て 、
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得 られる△Vの値にこれだけの任意性が生まれるわけである。現段階で、この
関数を一義に決定することはできない。
3-5,考察で行ってきた熱力学的解析の結果、仮定な しで言える結論 をまと
めると以下のようになる。
L溶 解 に伴 う、HEWLの モル 体積 の変 化:△V<0。
2.ln((r,1(r,(。:MP、})を、圧 力 の 関数 と して 近 似 す る方 法 の任 意 性 に伴 い、
△Vの値 に任 意 性 が 生 まれ る。 そ の結 果 、O.1・-100MPaの圧 力範 囲 に お い
て は 、
1次式で 近 似 した 場 合 ⇒△V=・6。14[mVmol]
2次式 で近 似 した場 合 ⇒△V=-8.38+0.04S4P【mVmo1】
と い う結 果 を得 た。
これ らの 結果 が一 体 どの よ うな 物 理 的意 味 を持 つ の か 考 察 して み る 。
HEWLの 分子 体 積 に及 ぼす 圧 力 効果 に 関す るデ ー タ と して は 、Kundrotらに
よ る、X線 結 晶構 造解 析 の 結 果 が あ る[8】。Kundrotらは、O.1MPaで晶 出 し た
HEWLの 正方 晶 系結 晶 に圧 力 をか け、そ の状 態 で 構 造 解 析 を行 っ た 。 そ の結
果 、0.1MPaと100MPaにお け る、 結 晶 中 のHEWL分 子 の立 体 構 造 を 決定 し 、分
子 体 積 を、O.IMPaで、9425mllmo1、100MPaで、9374mllmo1と決 定 した 。
また 、 本研 究 で 得 られ た0.IMPa、100MPaにお け る△Vは、そ れ ぞ れ 、
△V(0.1MPa)=・6.14-・8.37[mVmo1】
△V(100MPa)=・3.93-6.14[mVmol】
とな った 。 以上 の結 果 を ま とめ 、 模式 的 に示 す と以 下 の よ う に な る(Fig.3-
17)。
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Fig.3-17の模 式 図 にお い て 、上 段 は溶 液 状 態 のHEWL分 子 、 下 段 は結 晶 状態
のHEWL分 子 の様 子 を示 して い る。 また 、 左側 は0。1MPaにお け る もの 、 右 側
は100MPaにお け る も の を示 して い る。Kundrotらは 、下 段 の結 晶 中 の 分 子 体
積 につ いて 求 め た 。 図 中 のVcは、結 晶 中 に お け るHEWLの 分 子 体積 を 示 して
い る[8】。 本研 究 にお いて求 めた△Vは、 図 に示 した とお り、HEWL分 子1モ ル
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が・結晶の状態から溶液の状態に相転移 したときのモル体積変化に相当する。
以上は、実験事実である。ここから先は、これ らの実験事実を元に、仮定
を含んだ考察を行う。
溶解時の△Vは、主に次の2つの項か らなると仮定する。
1.HEWL分子 自身 の体 積 変 化(△VHEWL)
2.水分子 の水 和 、脱 水 和 に よ る密度 変化(△Vhyd)
これ を式 で 表わ せ ば 、
△y」△yHEWL+△Vhyd
とな る。 これ らの寄 与 につ いて 、常 圧 下 と、高 圧 力 下 で 考 えて み る 。
3・5-1.常圧 下(0.IMPa)に お け る △y
常 圧 下 で の △VHEWLにつ い て は、 結 晶 状 態 と溶 液 状 態 のHEWL分 子 の主 鎖
(酸ア ミ ド結 合 に よ って結 合 して い るア ミ ノ酸 のα一炭 素 の 骨 格)の 構 造 の変
化 は ほ とん どな い こ とが 、NMRの 構 造 解 析 よ りわ か って い る[6]。しか し、
溶液 中 のHEWL分子 全 体 の構造 につ いて はま だ 明 らか には な って い ない の で 、
結 晶 中 の よ うに 正確 に分 子 体 積 を出す こ とが で きな い 。そ れ ゆ え、 現 段 階 で
は 、 この 項 の 寄 与 を これ 以 上 定量 的 に示 す こ とはで き な い。
△Vhydにつ いて は ・常 圧 下 で ・ 水 が1mo1水和 す る際 に 、 イ オ ンの 周 りで は 、
-2.0--3.Omilmol[28-30】、 水 素 結 合 性 をも っ た物 質 の周 りで は一1.Omllmol[31】、
疎 水 性 物 質 の周 りでは 、.-1.Omllmol〔32]とい う よ う に 、全 て 、 負 の体 積 変 化
を起 こす こ とが 、超 音 波 によ る 音 速測 定 な ど 、 様 々 な 測 定 法 で 見 積 も られ て
い る。 この こ とは 、本研 究 の△Vが、0.1MPaで負 の 値 を とる こ と と一 致 す る。
こ こで 、 も う少 し踏 み 込 ん で 、 溶 解 の 際 の △VHEWL=0と仮 定 す る 。 つ ま り、
溶 解 の 際 のHEWL分 子 自身 の体 積 変 化 が な い と仮 定 す る と、
△y=△yHE肌+△yh
yd=O+△Vh,d=△Vh,d
となる。つまり、溶解の際のHEWL分子のモル体積変化は、溶解の際の水和
62
に よ る水 の体積 変 化 に よ る もの とな る 。
HEWL分子 が 溶解 す る時 に水和 す る と ころ は 、 結 晶 中 で タ ンパ ク質.タ ンパ
ク質 問 の 結 合 が あ る と こ ろで あ る。X線 結 晶 構 造 解 析 に よ る研 究 に よ り、
HEWLに 関 して は 、主 な 結合 部位 は4つ あ り、全 て 水 素結 合 性 の 結 合 に よ る も
の で あ る こ とがわ か って い る[33】。 水 が水 和 す る際 、 水 素 結 合 性 を も っ た物
質 の 周 りで は一1.omllmol[31】の体 積 変 化 が あ る こ とと、 本研 究 で 求 め られ た 、
常 圧 にお け るHEWL分 子 のモ ル体 積 変 化 △顎(0.1MPa)=.,6.14・一一8.37m./molから、
常 圧 にお い て、HEWL分 子 が1分 子 溶 解 す る際 、6～8個の水 分子 が新 た に水 和
す る こ とに な る。 裏 を返 せ ば 、HEWL分 子 が 結 晶 化 す る際 、1分子 あた り6,.8
個 の 水分 子 が 脱 水和 す る こ とにな る。
3・5・1.高圧 下 にお け る △y
本 研 究の溶 解 度の 圧 力依 存 性 の熱 力学的 な 解 析 に よ って 得 られ た△Vの値 は 、
以 下 の よ うにな った 。
△V(0.1MPa)=-6.14'一一8.37【rnllmol】
△V(100MPa)=-3.93'一一6.14[rnl/mol】
こ の結 果 か ら、 ∂△V!∂P≧0とい う結 論 が 導 き 出 さ れ る。 この結 論 につ いて 考 察
す る。
高 圧 力下 で は 、NMRに よ る溶 液 中で のHEWLの 分 子 構 造 の 測 定 は行 われ て
いな い ため 、 △VHEWLにつ いて は評価 で きな い。 しか し 、 △Vhy、の圧 力依 存 性 に
つ いて は、 い くつ かの 研究 か らあ る程 度 の 考 察 は行 え る。
△Vhydが・圧 力 に よ って 変化 す る 場 合 、原 因 と して は、 次 の2つ の ことが 考
え られ る。
1.HEWL分子 と水 和 して いる水 とバ ル クの水(自 由水)で は、 圧 縮 率
が 異 な るた め 、水 和 の 際 の 密度 変 化 が圧 力 と と も に変 わ り、 △Vhydも変
化 す る。
2.HEWLl分子 あ た りの 、溶 解 の際 の水 和 数 自体 が 、圧 力 と とも に変
化 す る こ とに よ り、△Vhydが変 化 す る。
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実 際 に は ・1と2の 両方 が 関 与 して ・ △Vhydが圧 力 と と も に変 化 す る と考 え られ
る。
1に関 し て ・ 水1分 子 に 注 目 す る と ・ △Vhytは・ 圧 力 と と も に 増 加 す る(
∂△Vhyノ∂P>0)【32】・ つ ま り・ 常圧 下 で△Vhyd<0であれ ば ・1△Vhydlは・ 圧 力 と と も
に減 少 す る。 こ の 傾 向 は 、 本 研 究 の △Vの 圧 力 依 存 性 の 傾 向 と一 致 す る。
∂△V,,,1∂P>0とな る理 由は 、 常 圧 下 で は 、水 和 して いな い 自由水 は 全 て の水 和
水 よ りも圧 縮 率 が 大 き い(β,<βP<β、<βw;β尸イオ ンの 周 りに水 和(電 縮)し た
水 の 圧 縮 率;β1=水素 結 合性 を持 つ物 質 の 周 りに水 和 した水 の圧 縮 率;A=疎 水
性 物 質 の 周 りに水 和 した水 の圧 縮 率;βw鬻自由水 の圧 縮 率)こ と によ る[32】。
つ ま り、圧 力 が 増 加 す る と、 自 由水 の密 度 が 水和 水 の密 度 に 近 づ き 、水 和 水
と自由水 の 部 分モ ル体 積 の差1△Vhy,1が小 さ くな り、常圧 下 で△Vhyd〈0であれ ば 、
結 果 と して∂△Vhyd/∂P>0とな る ので あ る。
2に関 して は 、次 の よ うな 研 究 例 が あ る。Kundrotら[34】は 、HEWL結 晶 中で
水 素 結 合 を形 成 して い る水 分 子 の 数 が 、 圧 力 によ って 変 化 して い る こ とをX一
線 結 晶 構i造解 析 によ って 明 らか に した 。 そ の結 果 、0.1MPaでは 、HEWL1分
子 あ た り、 水 素結 合 を形 成 して い る 水 分 子 の 数 が151個で あ っ た も のが 、
100MPaでは 、163個に増 え て いた 。 しか し、 タ ンパ ク質 分 子 と直 接 水和 して
い る水 分 子 の 数 は 、100MPaにお いて 、O.IMPaの7%程減 少 して い た。 水 和 数
と い う言 葉 で は 、 この状 況 を簡 単 に は表 現 で き な いが 、 少 な く と も、結 晶 の
中 で は 、 タ ンパ ク質 と直 接 水 素 結 合(水 和)し て い る水 分 子 が 、圧 力 と と も
に減 少 して い る こ とは明 らか で あ る 。 も し、 結晶 化 の際 に必 要 な脱 水 和 の数
も、圧 力 と と も に減 少 す る とす れ ば 、IAV,yi1は圧 力 と と もに 減 少す る。 これ
も、 本研 究 の△Vの圧 力依 存性 の傾 向 と一致 す る。
これ 以上 の 議 論 は現 段階 で は難 しい 。 しか し、本 研 究 の △Vの圧 力依存 性 が 、
主 に 、HEWL分 子 が 結 晶化 す る際 の脱 水 和 数 の減 少 に 依 る結 果 と仮 定す る。
つ ま り、 △VHEWLに圧 力依 存 性 が な い と仮 定 す る と 、△Vh
ydの圧 力依 存 性 が結 晶
成 長 のkineticsに与 え る影 響 と して は 、 以 下 の よ うな こ とが 予 想 され る 。
1圧力の増加にともない、HEWL分子表面の水和数が減少することで、
タンパク質表面の未飽和な結合手の数が増加 し、結晶 と溶液の界面の
自由エネルギーが増加する。もし、結晶が二次元核成長をしていれば、
このため、二次元核生成頻度が低 くなり、面の成長速度が減少する。
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2,もし、結晶化の際の脱水和数が減少すれば、結晶化の際の脱水和の
活性化エネルギーの総量が減少 し、成長速度が増加する。
以上のことは、相反する現象で ある。また、あくまで推論にすぎない。 これ
を検証するためには、結晶成長速度の圧力依存性を実験的に明 らかにし、成
長のkineticsを明らかにしなければならない。
3・6.まと め
L光 干渉法を用いたその娚観察により、加圧下での溶解度を直接測定する方
法を開発した。
2.その 結果 、0.1-100MPaの圧 力範 囲で は、圧 力 の増 加 に よ り、HEWLの 溶 解
度 が 増 加 した。
3.溶解の際のHEWLのモル体積の変化量(△V)は負の値をとる。1△vaは圧力
とともに減少する傾向がある。
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Chapter4
結 晶成 長kineticsに及 ぼす 圧 力効 果
(その場 観察による測定)
4・1.研究 の 背 景
Heneggwhitelysozyme(HEWL)の結晶成長速度に及ぼす圧力効果の内容の
中か ら、溶解度の圧力依存性が及ぼす効果を分離 して、結晶成長kineticsに及
ぼす圧力効果を明らかにした。 これは、Chapter2で得 られた結果 を基にして
展開 した ものである。
本研究では、Chaptgr3で溶解度の圧力依存性 を測定 したので、圧力下での
過飽和度を決定 できるようにな った。つまり、結晶成長速度 に及ぼす圧力効
果の、熱力学的要因と速度論的要因(結 晶成長kinetics)を分離 して考察する
ことができるようになった。
結晶の成長様式を研究するときは、一般的に、結晶成長速度を過飽和度σ
(=(C-C,)1C。;C=初期濃度,(r,=溶解度)、 もしくは、平衡状態 と、結晶成長
時の、溶液の化学ポテ ンシャルの差(△p=knn(C/C,)=kAn(1+σ))の関数とし
てとらえ(熱 力学的要素の分離)、 それ らの変数を使 って、成長モデルを構
築する。もしくは、既出のモデルへの整合性 を議論し、そこか ら導かれるさ
まざまな物性(結 晶の表面 自由エネルギーや、溶質の拡散定数など)を 議論
す る、 ということが行われる。
結晶の成長様式 として、従来考えられているものは、次の3つであるe
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L付着成長
溶質が結晶界面に付着するとすぐにそのまま結晶として取 り込まれ
るような成長様式を付着成長という。 これは、結晶界面が分子 レベル
で荒れた状態で、キ ンク(溶 質が最も付きやすい場所)が 密に一様に
分布 しているときに起こると考えられる。この成長様式に対 して、過
飽和度σと結晶成長速度Gとの関係は、一般に、
G=kσ
という比例関係で表わされる。ここで、kは比例定数である。
2,らせん転位による渦巻き成長
このメカニズムでは、溶質がらせん転位によって発生 したステ ップ
のキンクに取 り込まれて成長する。 らせん転位は、結晶表面に常に
ステップを提供し続けるので、低い過飽和度でも結晶が成長できる。
この成長様式に対する理論式は一般に、
G雲k♂
という関係で表わされる。ここで、kは比例定数である。
3.二次元核成長
この成長様式は、結晶表面上で形成された二次元核に溶質が取 り込
まれ、その核が広が り、結晶表面を覆っていって結晶が成長するとい
うものである。この成長様式では、結晶表面で結晶核が生成 しなくて
は成長が始まらない。その二次元核が生成するのに必要な過飽和度の
しきい値が存在する。 このメカニズムは、大きく分けて2つに分類で
きる。1つは、1個の二次元核が結晶表面を覆い尽 くすまで次の新たな
二次元核は生成しないという、単一核生成モデル。もう1つは、結晶
表面のいたるところで核生成するという多核生成モデルである。その
うちの1つであるbirthandspreadmodelの表式は、
G=k・σ畫(・+σ)号{ln(・+σ)}吉噸
ln(1峯σ)
とな る。kpk2は、温 度 、 脱 水 和 の活 性 化 エ ネ ル ギー 、表 面 自 由エ ネ
ル ギ ー な どに依存 す る定 数 で あ る。
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HEWL結晶の成長速度に関して も、このような 、従来小分子などで適用 さ
れてきた成長様式を元に、メカニズムを探ろうという研究が数多 くなされて
きた。常圧下では、このような方針でかな り多くの研究がなされている。
Durbinら[20】は、3<σ<10という過飽和度領域では、二次元核成長をすると
いうことを推論 し、表面 自由エネルギーを(110)、(101)面の双方に関して求め
た。Vek110vら【35】は、二光束干渉計で、結晶表面 の様子を観察 し、過飽和度
と、面成長速度 、ステ ップ前進速度の関係 を明 らかに した。その結果、
05≦6≦4では、渦巻き成長をしていると結論づけた。Kuriharaら[36】は、二光
束干渉計で、結晶近傍の溶液の濃度場を測定 して、表面過飽和度を求め、そ
れを用 いた精密な解析 を行 った。成長 モデル としては、6くσ,.f〈20の範囲(
σ,urf;表面過飽和度)で は、二次元核成長の中の、birthandspreadmodelが適合
することを示し、表面自由エネルギーを求めた。
では、高圧力下ではこのような成長様式が どう変わるのであろうか。本研
究は、この疑問を解明するために行われたものである。
高圧力下でも、溶液の濃度変化速度を元に した成長速度の研究[11】はある
が、その場観察をしていな いので、面成長速度の測定ができなかった。それ
ゆえ、本論文で述べてきた常圧下の実験のよ うな解析はできなかった。上述
した常圧下での研究は、代表的な例であるが、いずれの研究 もその場観察な
しには成り立たないものである。
本研究は、 その場観察によって、成長様式 に及ぼす圧力効果 を研究した最
初のものである。
4-2.その場 観察 による成長速度 の測 定法
高圧 力 下 で結 晶 の面 の 成長 速 度 を そ の 場 観 察 に よ っ て測 定 す る た め に は 、
光 学 窓 の つ い た圧 力セ ル が 必 要 で あ る。 しか し、Chapter2で用 い たdiamond
anvilcel1(DAC)は、 同 じ光 学 窓 付 圧 力セ ル で も、圧 力 の測 定 精 度 が±13.7MPa
と悪 く、結 晶 成 長 速 度 のkineticsを精 密 に追 いか け る と い う実 験 目的 には 適 さ
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な い・ そ こで 、 圧 力の 測 定精 度 、 制御 性 とも に高 い、光 学 窓 付 油 圧 式 圧 カセ
ル を 設 計 した(Fig.4-L)。
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こ のセ ル で は 、 ハ イ ゼ ゲ ー ジ に よ っ て 圧 力 を測 定 した 。 こ の測 定精 度 は
±O.IMPaで、DACの ル ビ・一一蛍 光 測 定 の精 度 よ り2桁精 度 が 良 い。 このセ ル に 、
ガ ラス 製 の 内 部 セ ル(自 作)を 入 れ 、そ の 中 でHEWLの 結 晶 成 長 を 行 っ た 。
結 晶 を成 長 させ る の に用 いた 過 飽 和 溶 液(Chapter3参 照)は 、 シ リ コ ン
チ ュ ー ブ(内 径05㎜)を 通 して 内 部 セ 丿レ内 に 充填 した 。 高 圧 セ ル に セ ッ ト
69
す る前に、チューブの端 を接着剤(セ メダインスーパーX(セ メダイ ン株式
会社))で 閉 じた。油圧 セル 内に充填す る圧力媒体 は、エチル フロー166.
(日本石油株式会社)を 用いた。 この圧力媒体は不活性で、特に接着剤の溶
出な どは全 く見られなかった。
成長速度の測定手順を以下に示す。
1.50mg!mlのHEWLの溶液(HEWL濃 度 以 外 の溶 液 組 成 は 、Chapter3
で用 い たの と同 じ)を 内部 セ ル に充 填 し、20℃で(σ=10)成長 速 度
測 定 用 の 種 結 晶 を作 る。
2腫 結晶が十分大きくなった(=O.3mm)ところで、種結晶 と共存する
セル内の溶液を、所定HE肌 濃度の過飽和溶液と入れ替える。この際
溶液は、溶液の流速、流れる向きを調節できるチューブポンプ(
peristalticpump)を用いて、種結晶が流出しないように、静かに入れ
替える。
3.その後、内部セルを高圧セルにセ ットし、種々の圧力下で成長速
度を測定した。成長速度は、(11Q面、(101)面の両面について測定する。
面に垂直な方向への面の変位の時間変化をそれぞれの成長速度とする。
以上の様な手順で、圧力と溶液濃度 を変えて、成長速度を測定 した。
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4・3.測定 結 果
HEWL濃度 を5mglmi-70mg!mlまで変 えて 、0.lMPa(◇)、50MPa(●)、
100MPa(□)での成 長 速度 を測 定 した 結 果 をFig.4-2-1、4-2-2に示す 。Fig.4-
2-1は、(110)面の 成長 速 度 、Fig.4-2-2は、(101)面の成 長 速 度 に つ い て の結 果
で あ る。
各 測 定値 は 、 あ る一 つ の濃 度 の成 長 用 過 飽 和 溶 液 に対 して 、 あ る一 つ の種
結 晶 の成 長速 度 を測 定 した もので あ る。 一一度 の 測 定 の 間 に、0.IMPa、50MPa
、100MPaと、圧 力を変 えて測 定 して いる。 この測 定の 間 、溶 質 の枯 渇 によ る 、
成 長 速 度 の落 ち 込 み は見 られ な か った 。 この こ とは 、 結 晶 は 常 に一 定 の濃 度
の溶 液 で 成 長 して い る とみな せ る こ と を示 し て いる 。 この 手 順 を成 長 用 溶 液
濃 度5mg/m1・-70mg/mlまで繰 り返 して 得 られ た の が 各 測 定 値 で あ る。 つ ま り、
各初 期 濃 度の 成 長 速度 は 、そ れ ぞれ 異 な る 結晶 を用 い て測 定 した もので あ る。
グ ラ フ にお け る縦方 向 の誤 差 棒 は 、基 本 的 に、 結 晶 の 面 の 変 位 の時 間変 化
を時 間 の1次 関 数 で フィ ッテ ィ ング した 時 に 得 られ た 、 時 間 の1次 の係 数 の標
準誤 差 の2倍で あ る。2回以 上 の 測定 を行 っ た初 期濃 度 にお け る値 に 関 して は 、
そ の 平 均 値 を測 定 値 と し、 そ こか らの標 準偏 差 の2倍 の 値 を誤 差 棒 と した。
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グ ラ フか ら、 まず 、全 体 の傾 向 と して 、 成長 速 度 は 同 じ初 期 濃 度 の とき は、
圧 力 が増 加 す る ほ ど小 さ くな る こ とが わ か る。 これ は、Chapter2で示 した 成
長 速 度 の圧 力依 存 性 の傾 向 と一 致す る。 また 、(110)、(101)面と も、成 長 速 度
は 、初 期 濃 度 の 増 大 と とも に、 初 め の うち は 増大 した 。 しか し、そ の成 長 速
度 は.50mg/mi-・60mglmlの範 囲で 、極 大 値 を と り、そ れ 以 上 の 濃 度 で は 、 初
期 濃 度 が 増 大 す る と、 逆 に減 少す る と い う結果 が得 られ た 。
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4・4.考察
結 果 を 元 に 、 ど の よ う な 成 長 機 構 で 結 晶 が 成 長 し て い る の か を 解 析 した 。
ま ず 、Chapter3で得 られ た 、 各 圧 力(O、1MPa、50MPa、100MPa)に対 す る
溶 解 度 を 元 に 、Fig.4-2-1,4-2-2で示 した 初 期 濃 度 を△μ!k7』ln(CIC。)に書 き 換 え
て 、 各 圧 力 に お け る成 長 速 度 を プ ロ ッ ト し直 し た(Fig,4.3.1,4-3.2.)。
0.IMPa(◇)、50MPa(●)、100MPa([コ)で の 成 長 速 度 に つ い て 、 縦 の 誤
差 棒 は 、Fig,4-2-1,4-2-2と同 じ で あ る 。 横 の 誤 差 棒 は 、 溶 解 度 の 誤 差 か ら算
出 し た も の で あ る 。
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これ らのグラフのふるまいの特徴は、以下の2つに大別できる。
1.(llO)、(101)の両 面 共 、 あ る△μ/k7』ln(αC。)の値 ま で 成 長 速 度 が0で 、
あ るthresholdから急 激 に成 長速 度 が 増 加 して い る 。 これ は 、転 位 のな
い結 晶表 面 に二 次 元核 を 形成 しそ こか ら結 晶 が 成 長 す る二 次 元 核 成 長
の成 長 様 式 に特 有 の現 象 で あ る。thresholdは、 圧 力 の 増 加 と と も に増
加 して い る。 この こ とは 、圧 力の増 加 と と も に結 晶 の表 面 自 由エ ネル
ギ ー が 増加 す る こ とを示 す 。
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2.成長 速 度 は あ る△μ1kTの値 の と ころま で 、△p1kTの増 加 と共 に増 加 し
て、極 大 値 を示す 。 そ して そ の 後 、 △μ〆kτの増 加 と共 に減 少 して い る。
この傾 向 も、圧 力が 異 な って も同様 に見 られ る。
Lに 関しては、成長速度に及ぼす圧力効果は、表面自由エネルギーの圧力依
存性による結果 として議論できる。 しか し、2.に関しては、常圧下でいくつ
かの研究例があ るが、現段階で明確な結論が出る段階にはない。 また、この
現象は、圧力効 果として出てくる結果ではないので、本論中でのこれ以上の
議論は割愛 し、AppendixAとして詳細を述べるにとどめる。以下、1.につい
て考察 を行 う。
△μ/kTが増加 しても、あるしきい値 までは結晶が成長 しな いというふる ま
いは、らせん転位のない結晶表面で二次元核が形成され、その核か ら成長が
始まるという、二次元核成長に特徴的な挙動を示している。
らせん転位のない表面で結晶が成長するためには、二次元核が必要である。
その二次元核が 形成されるため には、臨界核生成自由エネルギーに相当する
△p/kTが、外部 から与えられなけれ ばならない。この、二次元核生成に要す
る△μ!kτが、本研究で測定された、成長速度が立ち上が るところのthresholdに
対応するものと考えられる。
我々の研究室の中田俊隆博士は、原子間力顕微鏡(AFM)を 用いて、常圧
下、水溶液中でHEWL正方晶系結晶の(llO)面の観察 を行 った。そ の結果、過
飽和度のかな り低 い(σ ・1.5)領域から、観察 した結晶のほとんどが二次元核
成長によって成長することがわかった(Fig.44)。
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一旗
一
Fig.44。AFMimageoftwo・dimensionalnucEeationandgrowthon
(110)faceofHEWLcrystal.WhitearrowsindicatethenucEeationon
theotherisland.
本研究で測定 したHEWLの成長速度は、△Pt/kTに対 して△PtlkT・2.3で極大値
を持つという特異なふるまいを していることから、全ての測定値 を従来の代
表的な結晶成長モデルのみで説明できるものではない。 しかし、AIMにより、
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HEWL結晶 が 二 次 元 核 成 長 して い る こ とが 明 らか な こ とか ら、本 研 究 の 測 定
結 果 の一 部 に こ の モ デ ル を適 用 す る こと は妥 当 と考 え られ る 。 そ こで 、特 異
な ふ る ま い を し始 め る 前(△ μ!kT≦2.3)まで の 測定 値 を、 二 次 元 核 成 長 速 度 の
式 で 整 理 し、 そ こか ら、成 長kineticsに及 ぼ す圧 力効 果 の 議論 を試 み た 。
二 次 元核 成 長 には、4-1で述 べ た よ う に、大 き く分 け て2つ あ る。Fig,4-4を
み て み る と、 あ る二 次 元 核 か ら成 長 した 島 の 上 に新 た に 島 が 形 成 して い る こ
とが わ か る。 この よ うな 成長 様 式 は、BirthandSpreadmodelと呼 ばれ る もの
で 、 この モデ ル に対 して は 、以 下 の よ うな 式 が成 り立 つ[361。
G罧klσ畫(・+σ)釜{ln(・+σ)}吉ex暖
1n(1葦σ)件 ・)
kI=(π13)1/3azh7'6s}5/Nλo'asC,asexp((ε、d・ε」2(E・φ))13kT)
k2=嘯πΩ α2h1(3k2π¢)
こ こで 、Gは 面 成長 速 度 、σ(=(C-Ce)1C,;C=初期 濃 度,C,=溶 解 度)は 、過
飽 和 度 を示 して い る。 本 当 はσは 、結 晶 表 面 近 傍 で の 値 σ、u、(=(C、.∫C,yC。;
Cs.,f=表面 濃 度)を 用 い るのが 適 切 で あ るが 、HEWLに 関 して はC=C 、urfとみ
な せ る た め[37]、こ こで はバ ル ク溶 液 で の値 σを使 用 す る こと に した 。
ksの中 の定 数 につ いて 説 明す る。aは、結 晶 内 の 分 子 間 平 均 距 離 で 、a・a!3
、 Ωは溶 質 分 子 一 個 の 結 晶 内体 積 で あ るehは 結 晶 表 面 の ス テ ップ の 高 さ、v一
は溶 質 分 子 の 熱 振 動 の 振 動 数 、 λ。はス テ ップ 上 の キ ン ク 間 平 均 距 離 で あ る。
ε。dは分 子 が 結 晶 表 面 に 付 着 す るた め の付 着 エ ネ ル ギ ー 、 εは分 子 が 臨界 核 に
取 り込 ま れ る と きの活 性 化 エ ネ ル ギ ー 、 房 φは脱 溶 媒 和 に必 要 な活 性 化 エ ネ
ル ギ ー を示 す 。
k2の中 のαは 、結 晶表 面 の表 面 自由 エ ネル ギ ー を示 す 。
測 定 で得 られ た成 長 速 度 をσに対 して プ ロ ッ トし直 し、(4-1)式で フ ィ ッテ ィ
ン グ した結 果 をFig.4-5-1、4-5-2に示 す 。
78
0.005
0.004
バ
辺
∈
=し0』03
り
ゆ
冨LO .002
曇
3
Ω
00.001
0
?
?
?…?
?
…
…
…
?
…
?
?
…
…
?
…
ー
??
?
…?
?
ー
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
…
?
…
?…
??
?
?
…
…
?
…
…
…
…
?
?
…?
…???
?
?
?
?
?
?
?
?
「
?
?
ー
??
?
?
?
? ???
?
?
?
?
?
?
?
?
?
ー?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
???
……
?…
???
》
?
?
?
?
?
?
???
?
?
??
↑
?
?ー…、??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
????
??
?
…????
?
?
?
?
?
「
?
?
?
?
?
?
?
?
」
??
?
?
?
?
?
?
??
?
ー
?
?
??
…
????
」
0 2 4 6
?
?
10121416
Fig.4・5・LGrowthrateof(110)faceofHEWLcrystalwithσ.
EachfittinglineisproducedafterBirth&Spreadmodel.
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Fig.4-5-1と、Fig,4-5-2の両 方 と も、σ≦10の範 囲 で フ ィ ッテ ィ ン グ を行 っ た
が 、そ の 範 囲 で フ ィ ッテ ィ ング 曲線 を見 る限 り、 圧 力 の増 加 と と も に成 長 速
度 が 減 少 し て い る・ フ ィ ッテ ィ ン グ によ っ て得 られ た(4-1)式の 係 数 、ki、k2、
をTable4-1に示 す 。
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k1 k2
0.1MPa
(110》face
0.000836 ・3 .65
50MPa
(110)face0.00353
・8 .82
τ 暫
…,柵齟 臨. 亀-辱・7!25'0'∴ ・,鄲.・'45'・3}'
…:…:纐:鋤畿 毒:.
0.1MPa
(101》face
0.000141 ・1.01
50MPa
(101》face
0.000325 ・3 .92
100MPa
(101)face0.000866
・651
Table4・1.Coefficients(klandk2)ofBirth&Spreadmode置
yie丑dedfromfitting.
これ を見 る と、(110)面の100MPaにお け る係 数 の値 は 、 他 の 値 と比 べ て 異
常 な値 を示 して い る。 これ は 、 本 条 件 で は 成 長 速 度 が 他 の も の よ り極 めて 小
さ い た め に 、 フ ィ ッテ ィ ング の 際 の誤 差 が大 きか った た め で あ る と考 え られ
る。 また 、 各 過 飽和 度 に対 す る 成 長 速 度 をそ れ ぞ れ 異 な る結 晶 につ いて 測 定
し、 そ れ を プ ロ ッ トした た め 、 成 長速 度 は ば らつ いた 。 故 に、 これ らk1、k2一
の誤 差 も、 係 数 の絶 対 値 の30--1509。程 度 と大 き い 。 しか し、 全 体 の傾 向 と し
て 、圧 力 の 上 昇 と と もに 、kiとlk21共に増 加 す る こ とが わ か っ た。
(4-1)式か ら、 圧 力 の 上 昇 に と もな うklの増加 の原 因 と して 考 え られ る もの
は 、λ。、 ε、dの増 加 と、ε、(E一φ)の減 少が 挙 げ られ る 。 この 中で 、脱 水 和 の活 性
化 エ ネ ル ギ ー の 項 は 、(E一φ)であ るが 、 この減 少 が原 因 で あ る とす れ ば 、 圧 力
の上 昇 と と も に脱水 和 の 数 が 減 少 す る と した 、Chapter3の推 測 の ひ とつ の 裏
付 け とな る 。 しか し、 現 段 階 で は 、k【の各 成 分 は 分 離 で き な い の で 、 これ 以
上 の考 察 は 難 しい。
圧 力 の 上 昇 に と もな うlk21の増加 は 、表 面 自 由エ ネ ル ギ ー の圧 力 に と もな う
増 加 を示 して い る。Fig.4-6に、k2の値 か ら得 られ た(110)面(○)と(101)面
(●)の 表 面 自由 エ ネ ル ギ ー の圧 力依 存 性 の グ ラ フ を示 す 。
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Fig・4・6・Effectofpressureonsurfacefreeenergyof(110)and(101)
faceofHEWLcrystal(tetragonalform).Openedcirclesandfilled
circlesindicate(110)faceand(101)face,respectively.
その 結 果、 圧 力 の増 加 にと もな い、(11Q、(101)各面 の表 面 自 由エネ ル ギー は、
両 方 と も増加 し た。 圧 力 と と も に表 面 自由 エ ネル ギ ー が 増 加 す る と い う傾 向
は 、Chapter3,3-5で議 論 した推 論 と一 致 す る。 得 られ た 表 面 自 由エ ネル ギ ー
は 、10-4-1σiJ!m2のorderであ り、他 の報 告 〔20][36]と一 致 す る。 ま た 、Durbin一
ら[20】は 、溶 解 度 が 小 さ くな る と 、表 面 自 由 エ ネル ギ ー も小 さ くな る と い う
こ と も見 い 出 した 。 この傾 向 も 、本研 究 で 、 圧 力 が 増加 した とき 、溶解 度 が
増 加 す る こ とか ら、 本研 究 で得 られ た 表 面 自 由 エ ネ ル ギ ー の 圧 力依 存 性 の傾
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向 と一致する。
k、とlk21の圧力による増加 は、結晶成長速度に対 してまったく逆の寄与をす
る。 この2つの競合で、成長速度が最終的に決まる。測定 した範囲内(σ≦10-
)で は、同一の過飽和度では、圧力の増加とともに成長速度が小さくなった。
つまり、表面自由エネルギーが圧力とともに大きくなることで、成長速度が
遅 くなるという寄与が、圧力効果としては大きいことがわかった。
本 研 究 で は、(110)面と(101)面と い う、結 晶 学 的 に性 質 の異 な る2つ の 面 に
つ い てそ れ ぞ れ 成 長速 度 を 測 定 して い る。 これ らの 比 に よ っ て 結 晶 の 晶癖
(モル フ ォ ロジ ー)が 決 定 され る 。 した が っ て 、 各面 の成 長 速 度 に及 ぼ す圧
力 効 果 を 比較 す る こ とは、 結 晶 の モル フ ォ ロ ジー に及 ぼす圧 力 効果 を明 らか
にす る上 で 重 要 な もので あ る。
Chapter2で、(llO)面の成 長 速 度 に対 す る(101)面の成 長 速度 の 比(Giot/G、1。
)は 、圧 力の 上 昇 と共 に増加 す る とい う結果が 得 られ た。 これ は 、常 圧 下 で 、
過 飽 和 度 が 減 少 す る とき に も 同様 に見 られ た傾 向 で ある[201。このGt。11Gli。の
変 化 が 、 過 飽和 度 が 下 が る とい う熱 力学 的な 要 因 の み に よ る の か 、そ れ とも
他 の 要 因 に よ って起 こる のか を明 らか にす る必 要 が あ る 。 そ の た め、Chapter
3で求 め た溶 解 度 を元 に して 算 出 した 、過 飽和 度 σに対 して 、G lol1Glloをプ ロ ッ
トした 結 果 をFig.4-7に示 した 。 生 デー タ の プ ロ ッ ト記 号 は、 測 定 圧 力 に対 し
て 、0.IMPa→◇ 、50MPa→● 、100MPa'一'[コと した。 縦 の 誤 差 棒 は、 各 面 の 成
長 速 度 の 誤 差 か ら計 算 した もの で あ る。 また 、横 の誤 差 棒 は 溶解 度 の 測 定 誤
差 か ら計 算 した も ので あ る。Fig.4-7中に示 した 曲線 は、 そ れ ぞ れ 、Fig.4-5-1-
、4-5-2で用 いたbirthandspreadmodelのフ ィ ッテ ィ ング曲線 か ら計 算 した も の
で あ る。 つ ま り、
象ll一譜 ∋xpk2(101)鄲k2(11④)ln(1+σ)}
で あ る ・ こ こ で ・ki〔1。1)・k2(101)は(101)面に 関 す る 、birthandspreadmodelの係
数 ・kl{"。,、k2at。、は(llO)面に 関 す る 係 数 で あ る 。 こ れ を そ れ ぞ れ の 圧 力 に 対 し
て 求 め 、Fig.4-7中に 示 し た 。
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Fig.4-7.Ratiosofgrowthrate(Glol1Gllo).Schematicil1皿strationsof
crystalhabitareshownattherighthandofthegraph.
Fig.4-7より、 どの圧 力 で も、σの減 少 と と も に、GI。11Gli。が 大 き くな る こと
が わ か る。 この結 果 、Fig.4-7のグ ラ フの右 側 に 示 した よ う に、 結 晶 の 晶 癖 は
σの減 少 と と もにc軸方 向 に偏 長 した 。 し か し、σの 減 少 に対 す るG1。11Gi1。の 増
加 率 は 、 圧 力 に よ って 異 な り、 圧 力が 上昇 す る ほ ど増 加 率 が 大 き くな る こ と
が わ か っ た 。 こ れ は 、GIOI!Gl1。が 圧 力の 上 昇 と と も に 増 加 す る現 象 が 、 溶 解
度 の 増 加 に と も な うσの減 少 の み によ って起 こる もの で はな い こ と を 示 して
い る 。
Gl。、/Gll。が 、 同 じ過 飽 和 度 で も 圧 力 と とも に増 加 す る 原 因 の ひ とつ と して
糾
は 、(110)面と(101)面の 表 面 自由 エ ネル ギ ー が 、 圧 力の 増 加 に と もな って 、 異
な る増 加 率 で 増 加 す る とい う こ とが 挙 げ られ る。 表 面 自 由エ ネ ル ギ ー の 増 加
、
が 大 き い 面 ほ ど 、二 次 元 核 生 成 頻 度 が 低 くな り、 そ の結 果 、 成 長 速 度 の 減 少
が 大 き くな るか らで あ る。Fig.4-6から、圧 力 に対 す る表 面 自由 エ ネ ル ギ ー の
増 加 率 は 、(110)面にお け る もの の方 が(101)面の もの よ りも大 き い。 これ は、
Glo/Glloが、圧 力 と と もに増 加 す る こ とに相 当 し、Fig.4-7の結 果 と適 合 す る。
4-5.まと め
1.σ≦10の範囲内では、成長速度 は、圧 力の増加 と共に減 少 した。
2.過飽和度 に対す る成 長速度 に、二次元核 成長モデル の一一つで あ
る、BirthandSpreadmodelをブイ ッテ イ ングさせ る ことで、結 晶
の表面 自由エネルギーが圧 力 とともに増加す る ことがわか った。
3.過飽 和 度 が 一 定 で も、 圧 力 の 上 昇 と共 に 、成 長 速 度 の 比
(G,。1/Git。)は増 加 した 。
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Chapter5
結語
(1)DACを用いたその場観察により、圧力上昇にともなう、核生成頻度 と成
長速度 の低下、結晶のc軸方向への偏奇、平衡濃度の上昇を、初めて直接確
認 した。
(2)油圧式圧力発生装置と、二光束干渉法を用いた、平衡濃度のその場測定法
を開発 した。 この方法で成長と溶解過程 の双方か ら鋏うちで、HEWLの正方
晶系結晶の溶解度の圧力依存性 を求めた。その結果、圧力の増加 とともに溶
解度は増加 した。
(3)溶解度の圧力依存の熱力学的解析か ら、朋WL結 晶の溶解 とともに系のモ
ル体積の減少が起こることが明 らかになった。
(4)(2)で求 め た 平衡 濃 度 を元 に、0.1、50、100MPaでの成 長 速 度 の 過飽 和 度依
存 性 の測 定 を行 った。 結 晶成 長 機 構 と して 、二 次 元 核 成 長 の 中 のBirthand
Spreadmode1をフ ィ ッテ ィ ン グ させ た結 果 、 圧 力 の 増 加 に と もな い 、 結 晶 の
表 面 自由エ ネ ル ギ ーが 増 加 す る こ とが わ か った 。
(5)過飽 和 度 が 一 定 で も、圧 力 の 上 昇 と と も に、 成 長 速 度 の 比(G,。i/Gli。)は
増 加 した 。
本研究は、タンパク質の結晶成長に及ぼす圧力効果をその場観察によって、
結晶の成長カイネティックスとモルフォロジーの両面か ら、定量的測定を行っ
た最初のものである。
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Chapter6
残された課題と今後の展望
本研究を行うことにより、新たに生じた課題 とそれに対す る方策は以下の
ようにまとめられる。
L溶 解度の圧力依存性から求め られる△Vの解釈のために重要な、高圧溶液中
にお けるHEWL分子の体積が不明である。
⇒高圧力下のNMR実験、高圧力下の音速測定 などにより、溶液中のHEWL分
子の体積を求める必要がある。
2,成長速度がある過飽和度で ピークを持つ原因が不明である。
⇒まず、関係が深いと思われ る溶液中におけるHEWL分子のaggregationの状
態 を光散乱、X線や、中性子線 を用 いた小角散乱な どで研究す る。特に、そ
の圧力依存性を明らかにする必要がある。
以上のような 問題点の解決 も含め、今後の研究として、さ らに以下のよう
な展望が期待される。
L核 生成頻度、溶解度の圧力依存性を使 った、その場観察法による核生成の
制御。
2.成長速度の圧力による異方性を利用 した、結晶のモルフォロジー制御。
3,タンパク質結晶化における圧力を用いた系統的研究の口火。
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AppendixA.
△μ1kTに対す る成長 速度 の極大
△μ1kTに対 して成長速度が極大値を持つ という現象については、常圧下 の
実験において、2報報告されているのみである[38,39]。
Nadarajahら[38】は、HEWL結晶の成長単位が分子の単量体(monomer)で
はなく、HEWL分子の凝集体(aggregate)(例えば8量体(octamer)など)
であると仮定 し、その成長単位の数が△p/kTによって変化す るというモデル
を提案 した。彼等 は、成長速度が極大値を持つ のは、成長単位の数が ある
△p/kTで極大値を持つためであると説明している。
それに対 して、Rosenbergerら[39]は、製造元(会 社)の 異なる2種類 の
HEWLを用いて成長速度を測定 した。その結果 、純度が悪いHEWLを使った
ときにのみ、成長速度に極大値が見 られることか ら、成長機構はわからない
が、不純物が このような現象の原因であると結論づけている。 どちらの説明
が適切であるかは、まだ不明である。
一方、Miyashitaらは結晶界面近傍 における濃度場を測定 し、界面近傍での
拡散定数がHEWLI分子のものとほぼ等しいことを見い出した。 この結果より、
HEWL結晶の成長単位は単量体であ ると推察 している〔37】。Miyashitaらの結
果は、成長単位が凝集体(>8量体)で あるという、Nadalajahらのモデルとは、
相反す るものである。
以上を元に、本研究 において、成長速度が ある△PlkTで極大値 を持つ原因
としては、次のような可能性が考 えられる。
LムレkTの増加に従い溶液の粘性率が増加 し、その結果、溶質の拡散
定数が急激に減少する。それによって、溶質の結晶への輸送が遅 くな
り、成長速度が遅 くなる。
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2.溶液中によ り多くの凝集体が存在するようにな り、相対的に単量体
の濃度が低くな り、実際の過飽和度が小さくなる。それによ り、成長
速度が遅くなる。
3.HEWL分子の水和状態が急に変わった り、溶液構造変化がおこった
り、何らかの原因で、成長速度が急激に遅くなる。
本研究では、 これ らの可能性を検証する1つの手段 として 、音叉型振動式
粘度計(CJV5000;エーアン ドディー(株))を 用いてHEWLの過飽和溶液の
粘性率の濃度依存の測定を行 った。その測定結果をFig.A-1に示す。
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Fig.A・LViscosityofsupersaturatedHEWLsolutionwith△μ/kT.
図 よ り、 △sVkTの増 加 と と も に 、 ほ ぼ単 調 に粘 性 率 が増 加 す る ことが わ か
る。 成 長 速 度 を み る と、△μ/kT=1.4'-2.3付近 まで は 、 成 長速 度 は単 調 増 加 し
た。 しか し、 この 領 域 の粘 性 率 も、 △μ1k7に対 して単 調 に 増加 した 。 つ ま り、
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成長速度は、粘性率の増加による、溶質の拡散定数の減少の影響をほとんど
受けていない。 したがって、もし(1)の様な理由で成長速度に極大があらわれ
るとすれば、その極大 を示す△Ptv付近で、粘性率の急激な増加が観測 され
な くてはな らないはずである。これは、拡散定数の急激な減少を意味す る。
しか し、Fig,4-3の結果から、そのようなことは測定されなかった。つまり、
成長速度が極大値をとる原因が(1)である可能性は低いということがわかった。
(2)に関 しては、これが成長速度が極大値を とる原因であるということをこ
の実験結果のみで結論づけることは難 しい。 しか し、成長速度の極大 を示す
△p!kT(=2.4)付近を境に、溶液の粘性率の濃度依存性が変わっているように
見える。 もし、この変化が有意である とすれば、 これは溶液の構造に変化が
生 じたことを示している。また、中性子溶液小角散乱の実験で、溶液の過飽
和度 とともに、溶液 中の平均粒径が増加 しているという ことが報 告された
[40]。このことは、溶液 中に、ある粒径分布で、凝集体(aggregate)が形成
していることを示している。ただ、その変化が具体的に どのようなものかを
説明することは現段階では難 しい。
ある過飽和度で、成長速度が極大値 を示す という現象 が、加圧下で も同様
に見 られることを明らかにしたのは、本研究が初めてである。
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